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RÉSUMÉ 
Les extrémités des chromosomes eucaryotes, appelées les télomères, sont composées 
de protéines et de courtes séquences de nucléotides répétées en tandem. Chez la 
majorité des organismes, le brin d' ADN se terminant à l'extrémité du chromosome en 
3' est un brin contenant plusieurs bases guanine (G-riche ), alors que le brin 
complémentaire est toujours le brin riche en cytosine. Un des rôles importants que 
jouent les télomères dans la cellule est qu'ils protègent les chromosomes contre la 
dégradation et les évènements de fusion des extrémités des chromosomes. Dans le but 
d'identifier des facteurs importants dans le maintien des télomères, nous avons tout 
d'abord identifié un complexe protéique s'associant aux télomères de la levure 
Saccharomyces cerevisiae, appelé yKu70 et yKu80. Cet hétérodimère était connu 
comme étant un joueur important pour la réparation des cassures d' ADN double-brin 
(db) via un mécanisme de réparation par jonction d'extrémités d'ADN non-
homologues (NHEJ). La présence du complexe y Ku aux télomères est surprenante du 
fait qu'il doit jouer un rôle antagoniste aux extrémités des chromosomes (empêcher 
les fusions télomère-télomère) par rapport aux cassures d 'ADN db (permettre la 
fusion des bouts d' ADN sectionnés). De plus, nous avons démontré que le complexe 
yKu est important pour protéger la structure normale des télomères. En effet, les 
télomères des souches mutantes possèdent de longues extensions 3' télomériques. 
Par ailleurs, il avait été démontré que les télomères de levure acquièrent de longues 
extensions 3' simple-brin (sb) de plus de 25 bases à la fin de la phase S. Cependant, 
pour le reste du cycle cellulaire, la structure terminale n'était pas connue. Nous avons 
démontré dans un deuxième manuscrit que la levure possède des extensions 3' 
télomériques à l'extérieur de la phase S, soit en phase 0 1 du cycle cellulaire. Ces 
extensions du brin G-riche ont une taille de 12 à 14 bases pour des cellules de type 
sauvage (Wt). De plus, nous avons démontré que le complexe Mrel l/Rad50/Xrs2 est 
important pour former et/ou maintenir ces extensions. En effet, une délétion de l'un 
ou l'autre de ces gènes provoque une structure terminale différente par rapport à des 
cellules Wt. Ces mutants ont de courtes extensions 3' télomériques, la majorité étant 
moins de 8 bases, suggérant que ce complexe est important mais pas essentiel pour 
créer une structure terminale normale. 
En absence de la télomérase, un faible pourcentage des cellules réussissent à survivre 
après 50-80 générations, préservant alors leurs séquences télomériques par des 
mécanismes de recombinaison. Deux types de survivants ont été décrits, soit les 
survivants de type 1 et de type II. Nous avons démontré que les deux types de 
survivants possèdent des cercles d' ADN extra-chromosomiques différents : les 
survivants de type 1 possèdent majoritairement des cercles d' ADN db contenant une 
ou deux répétitions de l'élément sous-télomérique Y', alors que les survivants de type 
II possèdent des cercles d' ADN partiellement sb du brin G-riche. Ces cercles d' ADN 
extra-chromosomiques pourraient servir de réservoir afin de maintenir les télomères 
par des mécanismes de recombinaison. Nous avons aussi démontré que des cellules 
qui maintiennent alternativement leurs télomères peuvent survivre en absence de 
Cdc 13p, une protéine normalement essentielle chez la levure et qui joue un rôle de 
protection aux télomères. Ces survivants indépendants de Cdc 13p possèdent des 
cercles d' ADN extra-chromosomiques, démontrent des extrémités anormales des 
chromosomes et semblent avoir un système de surveillance («checkpoint») aboli. 
Cependant, la réintroduction de Cdc 13p dans ces cellules renverse certains 
phénotypes, suggérant ainsi que les cellules se sont adaptées à l'absence d'une 
protection conventionnelle des télomères et que Cdcl3p aurait un rôle important à 
jouer au niveau d'un mécanisme «anti-checkpoint» aux extrémités des chromosomes. 
Mots clés généraux : télomères, télomérase, levure, recombinaison, adaptation. 
INTRODUCTION 
La découverte des télomères 
C'est dans les années 1930 que les extrémités des chromosomes eucaryotes ont 
commencé a être étudiées. Tout d'abord, les travaux du généticien Hermann J. Muller 
ont démontré que les extrémités des chromosomes chez la drosophile sont des 
éléments stables (Muller, 1938). Il observa que les extrémités d' ADN résultant des 
cassures à l'intérieur des chromosomes sont très instables lorsque des cellules sont 
irradiées aux rayons X et des événements de délétion et d'inversion sont retrouvés. 
Par contre, les extrémités des chromosomes, qui sont en fait similaires à des cassures 
d' ADN double-brin ( db ), ne démontrent pas d'événements d'instabilité génétique 
dans des conditions normales. Muller en a conclu que la stabilité chromosomique 
était due à la présence d'une structure spéciale à la fin des chromosomes, qu'il a 
appelée télomère. Ce terme est dérivé de la langue Grecque : te/os signifie «fin» et 
meros désigne «partie». Par la suite, ce sont les travaux de Barbara McClintock sur le 
maïs qui ont mené à une même conclusion. Elle a démontré que des chromosomes 
endommagés étaient très réactifs et fusionnaient entre eux, alors que les extrémités 
naturelles des chromosomes étaient stables (McClintock, 1939; McClintock, 1941). 
Ces premiers travaux ont donc apporté l'idée que les télomères doivent être différents 
des extrémités d' ADN produites lors des cassures des chromosomes, ces dernières ne 
permettant pas une protection efficace contre les réarrangements chromosomiques. 
Les travaux subséquents dans ce domaine ont alors permis de confirmer que les 
extrémités des chromosomes eucaryotes forment des structures nucléoprotéiques 
spécialisées dans les cellules. 
L 'ADN télomérique 
LA RÉGION DOUBLE-BRIN 
Les séquences télomériques sont composées de courtes répétitions de nucléotides en 
tandem. Ces séquences d' ADN non-codantes forment un motif qui est relativement 
conservé entre les espèces. En effet, le brin d' ADN allant du centromère en 5' vers 
l'extrémité du chromosome en 3' possède plusieurs bases guanines (G) dans les 
séquences télomériques, appelé ainsi le brin riche en G (ou G-riche) (revue dans 
Chakhparonian et Wellinger, 2003). Le brin complémentaire, allant de l'extrémité 5' 
vers l'intérieur du chromosome en 3 ', est par conséquent riche en cytosines (C). Les 
premières identifications des séquences télomériques ont été réalisées chez les 
organismes ciliés Tetrahymena et Oxytricha (Blackburn et Gall, 1978; Klobutcher et 
al., 1981 ). Les répétitions télomériques sont généralement de 5 à 26 paires de bases 
(pb) chez ces espèces et forment la partie db des télomères. Les séquences précises et 
la taille des télomères varient selon les organismes, allant de 14 pb chez les ciliés à 
100 kilo paires de bases (kpb) chez les souris (Figure 1). D'autre part, le nombre de 
répétitions télomériques retrouvé chez un même organisme peut être variable d'un 
chromosome à un autre. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les télomères ont 
une longueur de 300 ± 75 pb et la séquence d' ADN db télomérique répétée est 
(TG)1_6TG2_3/ C2_3A(CA) 1_6, couramment abrégée TG1_3/C1_3A (Shampay et al., 1984; 
Wang et Zakian, 1990). 
2 
Vers le Répétibons télomériques 
centromère 5, 11 ~ -1/"f"/---i""'"""---,ftll'fl"IT..n'l-....,. . -------• G 3' 3' -ti11f-----!08H...I _ _J~~~~!!--i---- c 5' 
Région sous-télomérique Région db Extension sb 
S cerevisiae Élements X,Y 200-300 pb phase S >25 nt 
Cillés Variable 14-16 pb 14-16 nt 
T. termoph1/a 
O. nova, E. crassus 
Mammifères Variable 5-15 kpb > 100 nt 
H sapiens jusqu'à 1 OO kpb 
Mmuscu/us 
Plantes Variable variable, >20-30 nt 
A thaliana >50 kpb ou <12 nt 










Figure 1. Organisation de l' ADN télomérique chez différents eucaryotes. Le brin C-
riche est noté C, alors que le brin G-riche correspond à G. La région sous-
télomérique est variable d'un organisme à un autre et peut comporter des éléments 
répétés (représentés par des rectangles). Le schéma n'est pas à l'échelle. Figure 
adaptée de Chakhparonian et Wellinger, 2003. 
L'EXTRÉMITÉ 3 'S/,\1PLE-BRIN 
Un autre motif télomérique qui semble être conservé entre les organismes est la 
présence d'une extension 3' du brin G-riche. Chez les ciliés Tetrahymena, Oxytricha 
et Euplotes, les extensions 3' télomériques ont une taille se situant entre 14 et 16 
nucléotides (nt) (Figure 1; Klobutcher et al., 1981; Pluta et al., 1982; Henderson et 
Blackburn, 1989). Une analyse moléculaire plus approfondie de la structure terminale 
chez Tetrahymena a permis de démontrer que la majorité des extensions simple-brin 
(sb) du brin G-riche ont une taille de 14-15 ou 20-21 nt (Jacob et al., 2001). De plus, 
ces extensions sont présentes aux deux extrémités des chromosomes et ne démontrent 
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que de légères variations de leur longueur tout au long du cycle cellulaire (Jacob et 
al., 2001). Des évidences directes de la présence d'extensions 3' télomériques ont été 
rapportées par microscopie électronique chez un autre protozoaire, soit Trypanosoma 
brucei (Munoz-Jordan et al., 2001). Ces extensions seraient de 75 à 225 nt sur les 
minichromosomes, mais de plus petites extensions pourraient également exister chez 
ce protozoaire. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les télomères acquièrent de 
longues extensions du brin G-riche de plus de 25 bases à la fin de la phase S 
seulement (Wellinger et al., l 993b; Wellinger et al., 1996). Ces extensions se 
retrouvent aux deux extrémités d'un plasmide linéaire, et probablement au niveau des 
chromosomes. Cependant, la présence d'extensions 3' chez la levure pour le reste du 
cycle cellulaire demeurait encore inconnue due aux limites des techniques employées. 
Pour les télomères des chromosomes humains, des extensions 3' du brin G-riche 
seraient présentes tout au long du cycle cellulaire et seraient de longueur variant de 
150 à 350 nt selon le type cellulaire étudié (Makarov et al., 1997; McElligott et 
Wellinger, 1997; Wright et al., 1997). Cependant, la présence de ces extensions aux 
deux extrémités des chromosomes humains ou à un seul des deux bouts demeure 
encore un sujet controversé selon les différents résultats obtenus. La présence 
d'extensions 3' télomériques a aussi été rapportée chez d'autres vertébrés, tels que le 
poulet et la souris (Venkatesan et Price, 1998; Hemann et Greider, 1999). Des 
extensions 5' du brin C-riche ont aussi été observées chez des cellules humaines, mais 
ces extensions ne seraient présentes que transitoirement en phase S et seraient dues à 
une réplication encore incomplète du brin G-riche aux extrémités (Cimino-Reale et 
al., 2003). Finalement, les chromosomes des plantes Arabidopsis thaliana et Silene 
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latifolia possèdent également des extensions 3' G-riches de plus de 20-30 bases (Riha 
et al., 2000). Cependant, chez l'espèce Silene, seulement la moitié des télomères 
auraient ces extensions sb, l'autre moitié des télomères auraient des extensions 3' de 
moins de 12 bases ou encore se termineraient en bout franc (Riha et al., 2000). 
LES RÉGIONS SOUS-TÉLOMÉR!QUES 
Chez la majorité des eucaryotes, la région adjacente aux télomères, appelée région 
sous-télomérique, est composée d'une combinaison de répétitions variées selon les 
organismes (Henderson, 1995). Ces régions sous-télomériques sont souvent non-
similaires entre les différentes extrémités des chromosomes, de même qu'entre les 
espèces, de telle sorte qu'il n'y a pas de séquences d' ADN conservées entre les 
organismes. Les régions sous-télomériques les mieux caractérisées sont celles 
retrouvées chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Chez cet organisme, il y a la 
présence de deux classes d'éléments sous-télomériques : les éléments Y' et X (Figure 
2; Chan et Tye, 1983a; Chan et Tye, 1983b; Walmsley et al., 1984; Louis et Haber, 
1992). L'élément Y' peut avoir deux grandeurs différentes, soit de 5,2 kpb ou 6,7 
kpb, et il est retrouvé sur environ le deux tiers des télomères de levures. Il y a la 
présence d'un site de restriction pour l'endonucléase Xhol dans les séquence Y' 
(Figure 2). Ainsi, la taille des télomères chez la levure peut être analysée après 
digestion de l'ADN génomique avec Xhol, ce qui libère un fragment terminal de 
restriction (appelé TRF) d'environ 1,2 kpb (-300 pb de séquences télomériques + 
-900 pb de séquences Y') pour des cellules de type sauvage (Wt). Chaque extrémité 
des chromosomes peut contenir normalement jusqu'à quatre copies de l'élément Y'. 
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Il est a noter que ces éléments possèdent une région contenant de courtes répétitions 
télomériques de levure qui séparent en quelque sorte chacun des éléments sous-
télomériques. Lorsque l' élément Y ' est présent à une extrémité d'un chromosome, il 
est toujours juxtaposé aux séquences té lomériques. 
TEL y (0-4) X 1 








• .. 473 pb 
TRF - 1,2 kpb 50-130 pb 
Figure 2. Schéma d ' un télomère de la levure Saccharomyces cerev1szae. Le 
télomère (identifié TEL) se retrouve à l' extrémité du chromosome, suivi par les 
régions sous-té lomériques Y' (0 à 4 copies) et X respectivement (voir la description 
dans le texte). La digestion de I' ADN génom ique par Xho l libère un fragment 
terminal de restriction (identifié TRF) d' environ 1,2 kpb pour des cellules Wt. CEN 
s ignifie le centromère du chromosome. La figure n' est pas à l' éche lle. 
L ' élément répété X , quant à lui , se retrouve en une seule copie sur toutes les 
extrémités des chromosomes de la levure, dans la région la plus près du centromère 
(région distale du télomère). Ainsi , les régions X se retrouvent soit juxtaposées à un 
élément Y ' ou soit directement à côté d ' un télomère lorsque la région Y' n ' est pas 
présente. L ' élément sous-télomérique X est d ' une longueur hétérogène, qui varie de 
0,5 à 3,75 kpb (Figure 2). Cependant, chacun possède une région partagée (appelée 
noyau X) par tous les té lomères qui est de 473 pb (Louis et al. , 1994; Pryde et al. , 
1997). Tous les éléments X et Y' possèdent une origine de réplication (appelée ARS : 
«f!utonomously replicating ~equences») qui peut être utilisée en phase S. Ces régions 
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ne semblent toutefois pas être essentielles chez la levure puisque ce ne sont pas toutes 
les extrémités qui possèdent un élément Y' et que des chromosomes artificiels de 
levures peuvent être maintenus sans élément sous-télomérique (Wellinger et Zakian, 
1989). Chez la levure, les éléments sous-télomériques semblent être impliqués dans 
l'établissement de l'architecture nucléaire, dans le potentiel répressif de la chromatine 
télomérique et dans le maintien des télomères par des mécanismes de recombinaison 
(Lundblad et Blackburn, 1993; Pryde et al., 1997; Pryde et Louis, 1999). Toutefois, 
les rôles précis des éléments sous-télomériques dans les cellules eucaryotes restent 
encore à être mieux définis. 
L 'hétérochromatine télomérique et ses composantes 
LE TÉLOSOME CHEZ LA LEVURE 
La structure de la chromatine retrouvée aux extrémités des chromosomes chez 
S.cerevisiae a déjà été analysée par des digestions à la nucléase micrococcale 
(MNase) et à la DNase 1 (Wright et al., 1992). Il a ainsi été démontré que les éléments 
sous-télomériques X et Y' possèdent un arrangement nucléosomale similaire au reste 
du chromosome, mais que les répétitions télomériques ne sont pas liées par les 
histones. Cette structure non-nucléosomale, appelée télosome, serait principalement 
composée des protéines Rap 1 p liées aux répétitions télomériques TG1_3/C1_3A 
(Conrad et al., 1990). RAP 1 («repressor ~ctivator n.rotein 1 ») est un gène essentiel 
dont la protéine est requise pour l'activation et la répression de certains gènes chez la 
levure (revue dans Shore, 1994; Shore, 1997). La liaison de Rap 1 p aux séquences 
télomériques a été démontrée par des expériences d'immunoprécipitation de la 
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chromatine (Conrad et al., 1990; Wright et al., 1992; Strahl-Bolsinger et al., 1997) et 
par microscopie à fluorescence où une colocalisation de Rap 1 p et des télomères est 
observée (Gotta et al., 1996). De plus, Raplp serait présent sur l' ADN télomérique à 
environ toutes les 18 pb (Gilson et al., 1993 ). La partie C-terminale de Rap 1 p 
interagit avec les protéines Sir3p et Sir4p (Moretti et al., 1994 ). Ces protéines Sir 
(«§.ilent information regulatorn) interagissent à leur tour avec la protéine Sir2p, et il a 
été démontré que ce complexe (Sir2-3-4p) se retrouve aux télomères de levure (Gotta 
et al., 1996; Strahl-Bolsinger et al., 1997). Par ailleurs, le complexe Sir2-3-4p se lie 
aux nucléosmes présents dans les régions sous-télomériques via l'interaction des 
protéines Sir3p et Sir4p avec les histones hypoacétylées H3 et H4 (Hecht et al., 1995; 
Strahl-Bolsinger et al., 1997). Des travaux subséquents ont permis de proposer une 
structure de repliement des télomères de levure sur les régions sous-télomériques via 
des interactions entre Rap 1 p, Sir2-3-4p et les nucléosomes (Figure 3A; Strahl-
Bolsinger et al., 1997; Grunstein, 1998; de Bruin et al., 2000; de Bruin et al., 2001 ). 
Cette forme d'hétérochromatine télomérique serait probablement responsable de la 
répression transcriptionnelle de gènes positionnés près d'un télomère, phénomène 
appelé TPE («!elomere n.osition ~ffect»). Le TPE a d'abord été observé chez la levure 
lorsque des gènes transcrits par l' ARN polymérase II ont été insérés près d'un 
télomère (Gottschling et al., 1990). Il y a seulement deux exemples de TPE qui ont 
été rapportés pour des gènes positionnés dans un contexte naturel (Vega-Palas et al., 
1997; Vega-Palas et al., 2000). Le TPE est également observé chez d'autres 
organismes tels la levure Schizosaccharomyces pombe, des protozoaires, Drosophila 





- : brin G-riche télomérique • : Cdc13p 0 : hPot1 
- : brin C-riche télomérique 0 : Rap1p ~ : complexe TRF1 
- : région sous-télomérique 0 : nucléosome : complexe TRF2 
,,,. : autres séquences ~ : complexe Sir2-3-4p 
Figure 3. Structures proposées des télomères chez la levure et chez l'humain. 
A) Chez la levure S.cerevisiae, le repliement de l'ADN télomérique sur les 
régions sous-télomériques se réalise par l'intermédiaire des protéines Rapl , 
Sir2-3-4p et des nucléosomes. B) Chez l'humain, la formation du t-loop se 
réalise par l'invasion de l'extension 3' simple-brin télomérique dans une région 
double-brin de l' ADN télomérique, ce qui déplace une partie du brin G-riche. 
Les complexes protéiques TRFI et TRF2 se lient à l' ADN télomérique et 
permettent la formation d'un t-loop. Les schémas ne sont pas à l' échelle. 
LA STRUCTURE TÉLOMÉRIQUE CHEZ L 'HUMA IN 
Pour les télomères humains, ce sont principalement les protéines TRFl et TRF2 
( «TTAGGG-r.epeat-binding factor») qui se lient aux répétitions télomériques 
T2AG3/C3TA2 (Chong et al., 1995; Bilaud et al. , 1997; Broccoli et al. , 1997). TRFl et 
TRF2 se retrouvent comme étant les points centraux pour l'élaboration d'une 
chromatine télomérique chez l' humain puisqu'elles interagissent avec différentes 
protéines afin de former des complexes (revue dans Smogorzewska et de Lange, 
2004; de Lange, 2005). L'orthologue de Raplp chez l'humain, hRapl , ne lie pas 
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directement l' ADN télomérique, mais sa localisation aux télomères est dépendante de 
son interaction avec TRF2 (Li et al., 2000). Une configuration particulière des 
télomères chez les mammifères a été découverte par microscopie électronique, 
proposant un nouveau modèle d'une structure terminale des chromosomes appelée t-
loop («telomeric-loop») (Griffith et al., 1999). Le t-loop est le résultat de l'invasion 
de l'extension 3' du brin G-riche dans les répétitions d' ADN db télomériques, 
déplaçant ainsi le brin T2AG3 et formant une boucle (Figure 3B). Ce brin déplacé 
correspond à une longueur d'environ 150 nt, suggérant que la majorité des 
nucléotides formant l'extension terminale 3' sont appariés avec le brin 
complémentaire C3 TA2 (Griffith et al., 1999). TRF2 semble être impliqué dans la 
formation des t-loops du moins in vitro (Griffith et al., 1999; Stansel et al., 2001 ). La 
structure télomérique t-loop semble être un motif relativement conservé au cours de 
l'évolution. Outre l'humain et la souris, cette structure est aussi retrouvée au niveau 
des télomères chez le cilié Oxytricha fallax, chez le protozoaire Trypanosoma brucei, 
chez le pois Pisum sativum et chez le poulet (Murti et Prescott, 1999; Munoz-Jordan 
et al., 2001; Cesare et al., 2003; Nikitina et Woodcock, 2004). Par contre, il n'y a 
aucune information quant à la présence ou non de t-loops aux télomères des levures 
S.cerevisiae et S.pombe. Certaines raisons techniques semblent être la cause de ce 
manque d'information (revue dans de Lange, 2004). 
La protection des chromosomes 
Une des fonctions importantes que les télomères doivent jouer au mveau des 
chromosomes linéaires est celle permettant de les distinguer des cassures d' ADN db. 
IO 
Afin de protéger les chromosomes contre des événements de recombinaison, les 
télomères ne doivent pas être reconnus comme étant un dommage dans l' ADN, ce qui 
pourrait alors être néfaste pour les cellules. Ainsi, leurs fonctions de protection 
permettent de masquer les télomères des points de contrôles (appelés «checkpoints») 
dans la cellule et d'éviter la dégradation des séquences d' ADN des chromosomes par 
des nucléases. En plus des premières observations de la stabilité des télomères par 
Muller et McClintock, des études chez la levure S. cerevisiae ont clairement démontré 
le rôle de protection des télomères (Sandell et Zakian, 1993). L'utilisation d'une 
souche haploïde avec deux copies d'un même chromosome a permis de démontrer 
que l'absence d'un télomère sur un chromosome provoque un arrêt du cycle 
cellulaire, tout comme un seul bris d' ADN à l'intérieur d'un chromosome (Sandell et 
Zakian, 1993; Lee et al., 1998). Cet arrêt dans le cycle cellulaire est dépendant de 
Rad9p, une protéine largement impliquée dans le «checkpoint» des dommages à 
l' ADN chez la levure (Weinert et Hartwell, 1988; Sandell et Zakian, 1993). Par 
contre, les cellules peuvent surpasser après un certain temps cet arrêt sans réparer le 
chromosome dépourvu d'un télomère, un phénomène appelé adaptation. En effet, 
elles peuvent réaliser quelques divisions cellulaires en répliquant et en ségréguant le 
chromosome tronqué avant de perdre complètement ce dernier (Sandell et Zakian, 
1993; Toczyski et al., 1997). Ces données ont donc permis de conclure que les 
télomères servent à protéger les chromosomes contre leur dégradation et ainsi, à la 
stabilité génomique. 
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PROTECTION DES TÉLO.\IÈRES PAR DES PROTÉINES LIANT L'EXTENSION 3' G-RIC'HE 
Certaines protéines s'associant aux télomères sont responsables du rôle de protection 
des chromosomes contre les évènements de dégradation. Chez S.cerevisiae, un des 
facteurs clés pour contribuer à ce rôle est la protéine Cdc13p. Le gène CDCJ3 («ç_ell 
.division gcle») est essentiel chez la levure et son produit résulte en une protéine de 
924 acides aminés. Cdc 13p est une protéine liant des molécules d' ADN télomériques 
sb G-riches avec une très haute affinité in vitro, suggérant fortement sa liaison aux 
extensions 3' G-riches in vivo chez la levure (Lin et Zakian, 1996; Nugent et al., 
1996). La séquence minimale de liaison de Cdc 13p sur un oligonucléotide est d'une 
longueur de 11 nt et correspond à la séquence dGTGTGGGTGTG (Hughes et al., 
2000b ). Des expériences de simple-hybride et d 'immunoprécipitation de la 
chromatine ont démontré la localisation de Cdc l 3p aux télomères in vivo (Boums et 
al., 1998; Tsukamoto et al., 2001). L'utilisation d'un mutant contenant un allèle 
thermosensible cdcl 3-1 a permis de démontrer le rôle de protection de Cdc l 3p aux 
télomères (Garvik et al., 1995). En effet, lorsqu'incubées à une température 
restrictive, une dégradation du brin C-riche survient dans les cellules cdcl 3-1, 
permettant alors de détecter de longues extensions du brin G-riche. Ces cellules 
arrêtent dans le cycle cellulaire en phase G2 de façon dépendante à Rad9p, de sorte 
que les doubles mutants cdcl 3-1 rad9~ meurent rapidement à température restrictive, 
probablement dû à une perte de gènes essentiels lors de la dégradation de l' ADN 
(Weinert et al., 1994; Garvik et al., 1995). Cdcl3p forme un complexe aux télomères 
de levure avec les protéines Stnlp («âuppressor of cdc 1hirtheen») et Tenlp 
(«telomeric pathways in association with Stnl»), leur association avec Cdcl3p ayant 
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été démontré par double-hybride (Grandin et al., 1997; Grandin et al., 2001). 
Curieusement, les gènes STN 1 et TEN 1 sont essentiels et lorsque des souches ayant 
des allèles thermosensibles de ces gènes sont incubées à température restrictive, elles 
arrêtent en phase G2 et démontrent aussi la présence d'extensions 3' sb télomériques 
(Grandin et al., 1997; Grandin et al., 2001). Finalement, il a été démontré que 
l'utilisation d'une protéine chimérique comprenant Stnlp et le domaine de liaison à 
I' ADN de Cdc 13p permet de complémenter la viabilité d'une souche cdcl311 
(Pennock et al., 2001 ). Ainsi, le complexe Cdcl 3p/Stn 1p/Ten1 p serait important et 
essentiel pour la protection des chromosomes chez S.cerevisiae. 
Chez d'autres espèces, les protéines liant les extensions 3' sb semblent être également 
importantes pour les fonctions télomériques. En effet, le premier exemple de 
l'existence de protéines spécifiques pour les télomères a été rapporté chez Oxytricha 
nova. Chez ce cilié, chaque télomère se termine par une extension 3' G-riche et la 
protéine TEBP, composée des sous-unités a et ~' se lie efficacement sur ce substrat 
d' ADN sb télomérique (Gottschling et Zakian, 1986). La sous-unité a reconnaît 
spécifiquement les séquences télomériques de l'extension 3' et la sous-unité ~ 
stabilise le complexe ADN-protéine. La structure cristalline du dimère TEBPa/~ 
démontre que le complexe incorpore et cache l'extension 3' télomérique dans une 
grande poche hydrophobe (Horvath et al., 1998; Horvath et Schultz, 2001). ln vitro, 
TEBPa/~ protège l'extrémité télomérique de la dégradation par la nucléase Bal31 
(Gottschling et Zakian, 1986), mais des limites expérimentales chez le cilié ne 
permettent pas une étude approfondie du complexe in vivo. Malgré le fait que Cdc13p 
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chez la levure n'a pas d'homologie de séquences avec TEBPa, ces deux protéines 
semblent exercer le même rôle de protection des télomères et la structure en solution 
de Cdc l 3p a révélé un motif structural OB ( «oligonucléotide/Qligosaccharide 
.Qinding») qui est conservé entre ces deux complexes lorsque liés aux molécules 
d'ADN télomérique sb (Murzin, 1993; Horvath et al., 1998; Horvath et Schultz, 2001; 
Mitton-Fry et al., 2002). 
Par 1 : UN ORTHOLOGUE FONC'T!O.VXEL Aux TÉLOMÈRES 
Une protéine orthologue de TEBPa a été identifiée chez la levure 
Schizosaccharomyces pombe par homologie de séquences (Baumann et Cech, 2001). 
Pot 1 ( «grotection Qf 1elomeres») est une protéine liant spécifiquement des répétitions 
télomériques G-riches sb in vitro. La délétion du gène pot r résulte en la perte rapide 
et complète des séquences télomériques chez cette levure. La croissance des cellules 
potT est très lente et la majorité des cellules meurent après environ 10 générations, 
probablement due à une dégradation des séquences d' ADN à l'intérieur des 
chromosomes. En réalisant le même type de comparaison de séquences, Baumann et 
Cech ont identifié l'orthologue de Potl chez l'humain (Baumann et Cech, 2001). En 
plus de se lier spécifiquement aux séquences télomériques humaines G-riches sb in 
vitro, dont la séquence minimale de liaison est de 9 nt (Baumann et Cech, 2001; Lei 
et al., 2003; Loayza et De Lange, 2003; Lei et al., 2004), la caractérisation de hPotl a 
permis de démontrer sa position aux télomères dans les cellules humaines (Baumann 
et al., 2002), la présence de motifs OB dans la protéine (Lei et al., 2003; Lei et al., 
2004), et la présence d'homologue chez d'autres organismes, incluant des vertébrés, 
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plantes et levures (Baumann et al., 2002; Wei et Price, 2004). Des données récentes 
supportent l'implication de hPotl dans la protection des télomères. En effet, une 
diminution de l'expression de hPot 1 dans les cellules par interférence à l 'ARN 
(RNAi) cause l'apoptose ou la sénescence dans les cellules, tout comme des 
événements de fusion de chromosomes par association des télomères (Veldman et al., 
2004; Yang et al., 2005). Curieusement, ces fusions télomère-télomère causées par 
une perte de protection sont également observées dans des cellules surexprimant une 
protéine TRF2 dominante négative (appelée TRF2"'8 "'M) ou lorsque TRFl est absent 
aux télomères (van Steensel et al., 1998; Iwano et al., 2004). Récemment, il a été 
démontré que la réduction de hPotl dans les cellules cause une perte des extensions 
3' télomériques, un phénotype préalablement observé lors de la surexpression de 
TRF2t.Bt.M (van Steensel et al., 1998), et que la surexpression de hPotl supprime les 
instabilités génétiques et la sénescence associées à la surexpression de TRF2"'8~M 
(Yang et al., 2005). Ces données suggèrent donc que hPotl agit avec TRF2 dans la 
protection des chromosomes humains. La découverte récente d'une protéine 
interagissant avec hPotl, appelée PTOP/PIPl/TINTl par trois groupes de recherche 
indépendants (d'où la présence de trois noms différents pour la même protéine), a 
permis de complexifier les interactions entre les protéines télomériques humaines 
(Houghtaling et al., 2004; Liu et al., 2004; Ye et al., 2004b). En effet, 
PTOP/PIPl/TINTl est une protéine qui interagit aussi avec TIN2 (Houghtaling et al., 
2004; Liu et al., 2004; Y e et al., 2004b ), TIN2 étant une protéine qui interagit avec les 
protéines TRFl et TRF2 (Kim et al., 1999; Kim et al., 2004; Ye et al., 2004a). Ainsi, 
un réseau d'interactions complexes entre les protéines est retrouvé aux télomères 
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humains, ce qui pourrait favoriser la formation d'un t-loop stable et permettre une 
protection accrue des télomères chez l'humain (revue dans Colgin et Reddel, 2004). 
Maintien des télomères par la télomérase 
LE PROBLÈME DE LA RÉPLICATION DES EXTRÉMITÉS 
En plus de les obliger à se doter d'un système de protection des extrémités, la 
présence de chromosomes linéaires chez les cellules eucaryotes apporte une seconde 
complication : la réplication des extrémités. Initialement postulé par Olovnikov et 
Watson (Watson, 1972; Olovnikov, 1973), ce problème est relié aux faits que les 
ADN polymérases conventionnelles nécessitent une amorce d' ARN de 8-16 nt pour 
initier la synthèse de l'ADN et qu'elles synthétisent l'ADN dans une orientation 5' 
vers 3' seulement. Lors de la synthèse du brin retardé, l'amorce d' ARN positionnée à 
une extrémité du chromosome doit être enlevée, ce qui crée un trou («gap») dans 
l' ADN à cet endroit (Figure 4A, molécule d' ADN nouvellement synthétisée J). Le 
brin d' ADN nouvellement synthétisé (appelé brin fille) est alors plus court que le brin 
d' ADN ayant servi de matrice (appelé brin parental), mais la structure et la longueur 
sont similaires à la molécule initiale (Figure 4A). Le problème de réplication survient 
lors de la synthèse du brin avancé aux télomères. Puisque le brin parental servant de 
matrice est déjà plus court, la synthèse du brin avancé forme une molécule d' ADN 
plus courte que la molécule initiale (Figure 4A, molécule d' ADN nouvellement 
synthétisée Il). De plus, cette nouvelle molécule d' ADN synthétisé se termine par une 
extrémité franche, ce qui est à l'origine d'un autre problème discuté un peu plus loin 
(voir la section LES DIFFÉRENCES E.VTRE LES DEUX E)ffRÉMITÉS D 'u.v CHROMOSO.HE). 
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Lorsque cette nouvelle molécule d' ADN sera utilisée comme matrice lors d'une 
prochaine phase de réplication, les molécules filles produites seront également plus 
courtes. Ainsi, après chaque cycle de réplication, des séquences d' ADN télomériques 
seront perdues d'une longueur d'au moins la taille des amorces d' ARN utilisées pour 
générer les fragments d'Okazaki à l'extrémité du chromosome. S'il n'y a pas de 
mécanisme pour remédier à ce problème, les télomères ne pourront plus exercer leurs 
fonctions après quelques divisions cellulaires, ce qui causera un arrêt de la croissance 
et/ou des événements d'instabilité génétique. 
C'est une ribonucléoprotéine, appelée télomérase, qui permet de remplir la deuxième 
fonction des télomères chez la majorité des eucaryotes, soit de permettre la 
réplication complète des chromosomes. La télomérase est constituée de protéines 
associées à une molécule d' ARN et forme un complexe enzymatique actif (revue dans 
Smogorzewska et de Lange, 2004). Les composantes minimales du complexe actif in 
vitro sont la protéine catalytique TERT («telomerase reverse transcriptase») et l' ARN 
TERC («telomerase RNA _ç_omponent»). TERT est une transcriptase inverse qui 
utilise TERC pour ajouter des répétitions télomériques en 3' du chromosome. En 
effet, TERC possède une petite région qui correspond à la version ARN du brin C-
riche télomérique et qui sert donc de matrice à la transcriptase inverse. De cette façon, 
la télomérase allonge seulement l'extension 3' télomérique du brin G-riche, et ce sont 
les ADN polymérases conventionnelles qui synthétiseront le brin C-riche lors de la 
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Figure 4. Le problème de la réplication des extrémités. A) Lors de la réplication 
semi-conservative del' ADN, la synthèse du brin avancé va toujours créer le brin G-
riche (trait plus épais) au niveau des télomères alors que la synthèse du brin retardé 
va créer le brin C-riche (trait plus mince). Lorsque la synthèse est complétée, deux 
molécules d' ADN nouvellement synthétisée seront produites, dont la molécule Il 
qui sera plus courte à une extrémité que la molécule parentale et qui se terminera 
par un bout franc. B) Schéma agrandit des deux molécules d' ADN nouvellement 
synthétisées. L' extrémité de la molécule Il devra subir différentes étapes de 
transformation afin de conserver la taille initiale des répétitions télomériques et une 
structure terminale normale. Note : les processus d' élongation du brin G-riche et la 
synthèse du brin C-riche se font d'une façon coordonnée (identifiés par une flèche à 
double-sens; voir la description dans le texte). 
L A RÉPLICATION COORDONNÉE AUX TÉLOMÈRES 
Due à la polarité des brins d' ADN télomériques, la synthèse du brin avancé est 
toujours responsable de la duplication du brin riche en G, alors que la synthèse du 
brin riche en C nécessite les composantes de la machinerie de la synthèse du brin 
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retardé (Figure 4A). Chez la levure S.cerevisiae, la réplication des télomères se fait de 
façon tardive durant la phase S (Wellinger et al., 1993a; Wellinger et al., 1993b; 
Wellinger et al., 1993c ). De même, des analyses de l'élongation des télomères par la 
télomérase à différentes phases du cycle cellulaire ont démontré que l'enzyme serait 
active à la fin de la phase S (Diede et Gottschling, 1999; Marcand et al., 2000). Les 
deux événements de réplication se retrouvent donc dans la même période du cycle 
cellulaire, suggérant un lien entre les deux processus. Ce lien a été renforcé par des 
données obtenues chez la levure S.cerevisiae et chez le cilié Euplotes crassus. Tout 
d'abord, Cdc 13p chez la levure s'associe physiquement avec la sous-unité catalytique 
de l 'ADN polymérase a, Pol 1 p, impliquée dans la synthèse du brin retardé (Qi et 
Zakian, 2000). Stn 1 p quant à lui se lie également à une autre sous-unité de l 'ADN 
polymérase a, soit Pol12p (Grossi et al., 2004). De plus, des souches de levure ayant 
un allèle mutant de l' ADN polymérase a ont des télomères plus longs que des 
cellules Wt, l'élongation des télomères étant dépendante de la télomérase (Carson et 
Hartwell, 1985; Adams et Ho lm, 1996). De longues extensions 3' télomériques sont 
observées lorsque des souches de levure possédant l'allèle thermosensible poll-17 ont 
poussé à température semi-permissive (Adams Martin et al., 2000). Ces extensions sb 
ne sont détectables que lorsque les cellules passent en phase S et elles sont 
dépendantes d'une télomérase fonctionnelle (Adams Martin et al., 2000). Ces 
données suggèrent ainsi une coordination importante entre l'ajout de répétitions 
télomériques par la télomérase et la synthèse du brin retardé par la machinerie 
conventionnelle de réplication afin de réguler la taille des télomères. Des résultats 
démontrant que la longueur des télomères est partiellement rétablie lorsque Stn 1 p est 
19 
surexprimé dans des cellules contenant des allèles mutants pour l 'ADN polymérase a 
suggèrent également que Cdc 13p coordonnerait la synthèse des deux brins 
télomériques (Chandra et al., 2001). Dans le même ordre d'idée, une délétion du gène 
RAD27 chez la levure, dont la protéine encodée est une nucléase impliquée dans la 
maturation des fragments d'Okazaki, cause une hétérogénéité dans la taille des 
télomères et la présence de longues extensions 3' télomériques partiellement 
dépendantes de la télomérase (Parenteau et Wellinger, 1999; Parenteau et Wellinger, 
2002). Finalement, l'inactivation de l' ADN polymérase a, l 'ADN primase ou l' ADN 
polymérase ô (une polymérase responsable de l'allongement des fragments d'Okazaki 
initié par l' ADN polymérase a) inhibe l'élongation des télomères dépendante de la 
télomérase lors de la formation de novo d'un télomère (Diede et Gottschling, 1999). 
De la même façon, les télomères formés de novo chez Euplotes crassus sont 
influencés par l'absence des ADN polymérases a et ô (Fan et Price, 1997). 
L'inhibition de ces enzymes cause une augmentation de la longueur des extensions 3' 
G-riche et une dérégulation dans la longueur du brin C-riche. D'une façon similaire à 
S.cerevisiae, le complexe ADN polymérase a I ADN primase interagit avec le 
complexe de la télomérase chez le cilié, renforçant une fois de plus le lien existant 
dans la régulation de la synthèse des brin G- et C-riches télomériques (Ray et al., 
2002). Ainsi, l'élongation du brin G-riche par la télomérase et la synthèse du brin C-
riche par la machinerie de réplication seraient donc des processus coordonnés et qui 
surviennent dans un même cadre temporel (Figure 48). 
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LA TÉLOMÉRASE CHEZ LA LEVURE 
Les principales composantes de la télomérase chez S. cerevisiae ont été découvertes 
par des criblages génétiques indépendants, soit les protéines encodées par les gènes 
ESTJ, EST2, EST3 et CDCJ 3/EST4 («~ver §.horter telomeres») (Lundblad et Szostak, 
1989; Lendvay et al., 1996), et le gène TLCJ («telomerase _çomponent l») encodant la 
composante ARN du complexe (Singer et Gottschling, 1994). La délétion des gènes 
ESTJ, EST2, EST3, TLCJ ou la présence de l'allèle cdcl3-2est (allèle du gène 
initialement nommé EST4) dans la cellule résulte aux mêmes phénotypes cellulaires, 
soit la perte en moyenne de 3 à 5 pb des séquences télomériques par division 
cellulaire et une sénescence cellulaire entre 60 à 1 OO générations (Lundblad et 
Szostak, 1989; Singer et Gottschling, 1994; Lendvay et al., 1996). Cette sénescence 
est principalement causée par la perte de fonction de protection des télomères, ce qui 
mène à des instabilités génétiques dans la cellule, tels des événements de délétions, 
réarrangements chromosomiques et fusions de chromosomes (Hackett et al., 2001 ). 
Cependant, l'activité de la télomérase in vitro ne requiert que la protéine Est2p, qui 
correspond à la composante catalytique, et l'ARN matrice TLCl (Cohn et Blackburn, 
1995; Counter et al., 1997; Lingner et al., 1997). La protéine Est3p se lie à TLC 1 de 
façon dépendante à la présence de Est2p, mais aucune autre fonction jusqu'à présent 
n'a été démontrée pour cette protéine (Hughes et al., 2000a). Estl p se lie également à 
TLCl (Lin et Zakian, 1995; Zhou et al., 2000a; Livengood et al., 2002) et à del' ADN 
sb télomérique TG1_3 in vitro (Virta-Pearlman et al., 1996). Contrairement à Cdc13p, 
Est 1 p se lie à son substrat télomérique avec moins d'affinité et requiert une extension 
3' libre pour se lier, suggérant que cette protéine se retrouve à la toute fin de 
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l'extension 3' télomérique (Virta-Pearlman et al., 1996). De plus, Estlp et Cdcl3p 
interagissent ensemble, proposant le modèle que Cdc 13p recrute la télomérase aux 
télomères via son interaction avec Estlp (Qi et Zakian, 2000; Pennock et al., 2001). 
Ce modèle de recrutement est supporté par le fait que l'expression de la protéine de 
fusion Cdcl3-Est2p ne requiert plus Estlp pour le maintien des télomères par la 
télomérase (Evans et Lundblad, 1999). Toutefois, ce modèle semble être un peu plus 
complexe qu'anticipé. Des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine ont 
permis de démontrer que Est2p est lié aux télomères en phases 0 1 et S, alors que 
Est 1 p se lie seulement à la fin de la phase S (Taggart et al., 2002), soit la phase du 
cycle cellulaire à laquelle la télomérase est active chez la levure (Marcand et al., 
2000). Même si les protéines Est 1 p et Est2p se retrouvent aux télomères dans un 
mutant cdcl 3-2esi et que la protéine mutante Cdc l 3-2p interagit physiquement avec 
Estlp (Qi et Zakian, 2000; Taggart et al., 2002), une interaction fonctionnelle serait 
absente entre la protéine mutante Cdcl3-2p et Estlp, ce qui permet d'expliquer 
l'absence d'activité de la télomérase chez le mutant cdc13-2est (Pennock et al., 2001). 
Ainsi, le nouveau modèle proposé est que Est 1 p serait un régulateur positif de la 
télomérase; il se lie aux télomères à la fin de la phase S et il activerait alors le 
complexe de la télomérase qui était déjà associé aux télomères (Taggart et al., 2002). 
LA RÉGULATION DE LA TAILLE DES TÉLOMÈRES 
Chez la majorité des organismes ayant une télomérase fonctionnelle, les télomères 
sont maintenus de façon stable avec une longueur définie selon l'espèce. Par ailleurs, 
la longueur de chacun des télomères dans une même cellule se retrouve normalement 
22 
similaire. Cette régulation de la taille des télomères, mécanisme qui reste encore à 
être mieux défini, doit résulter d'une balance entre des événements de 
raccourcissement des séquences télomériques et d'élongation des télomères par la 
télomérase. Chez S. cerevisiae, la télomérase n'allonge pas simultanément tous les 
télomères contenus dans une cellule (Teixeira et al., 2004). En effet, il a été démontré 
que la télomérase agit sur une petite fraction des télomères à l'intérieur d'un seul 
cycle cellulaire et c'est un nombre variable de répétitions télomériques qui sont 
ajoutées sur les télomères d'une façon indépendante de leur taille (Teixeira et al., 
2004). Bien que ce processus survienne de façon stochastique dans la cellule, la 
télomérase chez la levure semble avoir une préférence d'action sur les télomères plus 
courts (Teixeira et al., 2004). Par ailleurs, le complexe Cdcl3p-Stnlp aurait un rôle à 
jouer au niveau de l'inhibition de l'élongation du brin G-riche par la télomérase. En 
effet, une souche de levure contenant l'allèle cdcl 3-5 possède de très longs télomères 
et des extensions 3' télomériques très longues en phase S, tout comme une souche 
mutante pour le gène STN 1 (Grandin et al., 1997; Chandra et al., 2001). La 
surexpression de Stn 1 p dans la souche cdc 13-5 permet de rétablir les phénotypes au 
niveau Wt (Chandra et al., 2001 ). De plus, la protéine mutante Cdc 13p exprimée dans 
une souche cdcl 3-2esi, la même mutation qui abolit l'association fonctionnelle entre 
Cdcl3p et la télomérase, n'interagit plus avec Stnlp (Chandra et al., 2001). Ainsi, la 
protéine Cdc13p pourrait être impliquée dans le recrutement et/ou l'activation de la 
télomérase, coordonner la synthèse du brin retardé et inhiber l'action de la télomérase 
à l'aide de Stnlp. D'autre part, l'hélicase 5'-+ 3' Piflp jouerait un rôle dans la 
régulation de la longueur des télomères via son action inhibitrice de la télomérase. Il a 
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été démontré que des mutations dans le gène PIF 1 résultent en l'allongement de la 
taille des télomères dépendants de la télomérase, alors que la surexpression de Pifl p 
dans les cellules provoque un raccourcissement des télomères (Schulz et Zakian, 
1994; Zhou et al., 2000b ). Récemment, il a été démontré que Pifl p réduit la 
processivité de la télomérase in vitro et que la surexpression de Pifl p diminue 
l'association de la télomérase aux télomères in vivo (Boule et al., 2005). Un autre 
type de mécanisme de régulation de la taille des télomères a été proposé chez la 
levure S.cerevisiae. Il s'agit d'un mécanisme de recombinaison qui enlève rapidement 
des séquences télomériques d'un télomère, appelé TRD («telomere rapid geletion») 
(Li et Lustig, 1996). Le TRD permet à un télomère plus long de revenir à une taille 
similaire aux autres télomères dans la cellule par un processus de délétion des 
répétitions télomériques via la recombinaison intrachromatide, formant alors une 
structure similaire à celle proposée pour les t-loops (Li et Lustig, 1996; Bucholc et al., 
2001). 
D'un autre côté, lorsque les télomères sont allongés par la télomérase et que le brin 
complémentaire est synthétisé, la région double-brin télomérique augmente en taille, 
ce qui crée des nouveaux sites de liaisons pour des protéines télomériques 
spécifiques. Chez la levure S. cerevisiae, un mécanisme de comptage des protéines 
Raplp a d'abord été proposé afin de réguler négativement la taille des télomères 
(Marcand et al., 1997). En utilisant des sites additionnels de liaison pour Rap 1 p près 
d'un télomère, Marcand et al. ont démontré que lorsqu'un nombre adéquat de sites de 
liaison pour Rap 1 p a été formé sur les télomères de levure et que Rap 1 p s'y lie, il y a 
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alors une inhibition de l'élongation des télomères (Marcand et al., 1997). Plus 
particulièrement, la partie C-terminale de Rap 1 p interagit avec les protéines Rifl p et 
Rif2p («Rapl-interacting factor») et la délétion d'un de ces gènes non-essentiels 
résulte en l'augmentation de la taille des télomères de 100 à 300 pb de plus que des 
cellules Wt (Hardy et al., 1992; Wotton et Shore, 1997). Des souches doubles 
mutantes rifl ~ rif2~ possèdent des télomères encore plus longs que les souches 
simples mutantes, suggérant une synergie entre les protéines (Wotton et Shore, 1997). 
Ainsi, les protéines Rifl p et Rif2p agiraient dans la cellule afin d'inhiber l'activité 
d'élongation des télomères par la télomérase via leur interaction avec Rap 1 p. Des 
données obtenues chez la levure Kluyveromyces lactis appuient le modèle de 
comptage dépendant des protéines Rap 1 p pour réguler la taille des télomères 
(Krauskopf et Blackburn, 1996; Krauskopf et Blackburn, 1998). Chez les 
mammifères, c'est la protéine TRFl qui régulerait négativement la taille des 
télomères, de la même manière que Rap 1 p. La surexpression de TRF 1 provoque un 
raccourcissement des télomères, alors qu'une inhibition partielle de TRFl en utilisant 
une protéine mutante dominante-négative provoque une augmentation de la taille des 
télomères humains (van Steensel et de Lange, 1997; Smogorzewska et al., 2000). 
hPotl interagit avec TRFl et il semble avoir également un rôle à jouer dans la 
régulation de la taille des télomères (Loayza et De Lange, 2003). En effet, une 
version mutante de la protéine hPot 1 (appelée POT 1 ·\08), ne contenant plus son 
domaine de liaison à l 'ADN, est retrouvée malgré tout aux télomères humains 
(Loayza et De Lange, 2003). L'expression de POTl ~08 dans des cellules exprimant la 
télomérase réprime l'expression de hPotl endogène et la taille des télomères 
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augmente rapidement dans ces cellules, suggérant une absence d'inhibition de la 
télomérase (Loayza et De Lange, 2003). De l'autre côté, hRapl interagit avec TRF2 
et l'expression de protéines tronquées de hRapl dans les cellules démontre un 
phénotype d'élongation des télomères (Li et al., 2000; Li et de Lange, 2003). Ainsi, le 
complexe TRFI-POTI, avec le complexe TRF2, pourrait inhiber la télomérase par 
l'intermédiaire de la formation de la structure t-loop, empêchant ainsi l'accessibilité 
de l'enzyme à son substrat 3' télomérique. En accord avec ce propos, les expériences 
de liaison in vitro de hPotl suggèrent que cette protéine est en mesure de se lier au 
brin G-riche déplacé lors de la formation du t-loop, ce qui pourrait ainsi stabiliser 
cette structure (Loayza et al., 2004). Par ailleurs, la protéine PINXI est un autre 
inhibiteur de la télomérase qui a été découvert chez l'humain (Zhou et Lu, 2001 ). La 
surexpression de cette protéine inhibe l'activité de la télomérase, diminue la taille des 
télomères et provoque une crise cellulaire (Zhou et Lu, 2001). L'homologue de 
PINXI chez la levure (yPinXlp, appelé aussi Gnolp) peut aussi inhiber la télomérase 
in vitro et sa surexpression diminue la taille des télomères chez la levure, indiquant 
que cet inhibiteur serait conservé entre les deux espèces (Lin et Blackburn, 2004). 
Malgré toutes ces données, la compréhension du mécanisme exact du contrôle de la 
taille des télomères reste encore à être mieux éclaircie. 
LES DIFFÉRE.VCES E.VTRE LES DElJX E.\TRÉMJTÉS D'UN CHR0.\10SOME 
Lors de la réplication semi-conservative de l' ADN, la synthèse du brin avancé est 
responsable de former le brin G-riche et est supposée créer un bout franc à ce 
télomère nouvellement répliqué (Figure 4A). Cette prédiction est supportée par des 
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expériences utilisant un système de réplication in vitro qui reconstitue le problème de 
réplication des extrémités (Ohki et al., 2001). Ainsi, sur le même chromosome, les 
deux extrémités seraient différentes à la fin de la réplication semi-conservative; le 
télomère répliqué par la synthèse du brin avancé se terminerait par un bout franc, 
alors que le télomère répliqué par la synthèse du brin retardé aurait une extension 3' 
sb (Figure 4A). La présence d'une structure terminale différente entre les télomères 
chez les plantes, et peut-être chez l'humain, supportent cette idée (Makarov et al., 
1997; Riha et al., 2000). Puisque les protéines liant les extensions 3' sb télomériques 
semblent être essentielles pour le maintien de l'intégrité des télomères, le bout franc 
généré au télomère lors de la synthèse d' ADN doit être traité par une exonucléase 
et/ou une endonucléase couplée avec une hélicase afin de produire une extension 3' 
sb (Figure 4B). Ces événements de traitements différents et supplémentaires d'un des 
deux télomères d'un chromosome sont supportés par des évidences obtenues chez la 
levure et chez l'humain (Bailey et al., 2001; Parenteau et Wellinger, 2002). Plus 
particulièrement chez la levure S.cerevisiae, de longues extensions 3' sb télomériques 
de plus de 25 nt sont détectées de façon indépendante à la télomérase à la fin de la 
phase S, lorsque les télomères sont répliqués (Wellinger et al., l 993a; Wellinger et 
al., 1993b; Dionne et Wellinger, 1996; Wellinger et al., 1996). Ces extensions 3' se 
retrouvent aux deux extrémités d'un plasmide linéaire et nécessitent le passage de la 
fourche de réplication aux télomères afin d'être créées (Wellinger et al., 1996; Dionne 
et Wellinger, 1998). Ainsi, ces résultats suggèrent fortement qu'il doit y avoir une 
activité nucléase aux télomères afin de convertir le bout franc à une extrémité en une 
extension 3' sb. De plus, la création d'une extension 3' sb permet à la télomérase 
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d'agir sur ce télomère pmsque la télomérase ne peut pas allonger un substrat 
télomérique se terminant avec un bout franc du moins in vitro (Lingner et Cech, 
1996). La ou les protéines impliquées dans cette activité nucléase aux télomères ne 
sont pas encore clairement définies. L'extension d'ADN sb créée peut être par la suite 
allongée par la télomérase et de façon coordonnée, la réplication du brin C-riche peut 
survenir via la synthèse du brin retardé. Après la dégradation de l'amorce d' ARN du 
fragment d'Okazaki, une extension 3' sb est obtenue, créant ainsi une structure 
terminale similaire à celle retrouvée au niveau de l'autre télomère répliqué par la 
synthèse du brin retardé (Figure 4B). La longueur des deux télomères d'un 
chromosome peut également être préservée via cette synthèse d' ADN coordonnée aux 
télomères (Figure 4B). 
Un candidat pour effectuer l'activité nucléase sur le bout franc est le complexe 
conservé Mre 11 p, Rad50p et Xrs2p, appelé le complexe MRX chez la levure et MRN 
chez l'humain (N étant pour la protéine Nbsl chez l'humain, l'homologue à Xrs2) 
(revue dans D'Amours et Jackson, 2002). Ce complexe est impliqué dans la 
réparation des cassures d' ADN db par recombinaison homologue et, du moins chez la 
levure, de la réparation par jonction d'extrémités d' ADN non-homologues appelée 
NHEJ («non-homologous end joining»). Ce complexe semble avoir plusieurs 
fonctions dans la cellule, dont le rôle de «checkpoint» dans la phase S (revue dans 
D'Amours et Jackson, 2002). Le complexe Mrel 1 est requis dans la maintien de la 
taille des télomères puisque des mutations dans une ou des sous-unités du complexe 
provoquent le raccourcissement des télomères chez la levure (Kironmai et 
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Muniyappa, 1997; Boulton et Jackson, 1998; Nugent et al., 1998), chez les plantes 
(Gallego et White, 2001) et chez les mammifères (Ranganathan et al., 2001). La 
protéine Mre 11 p, seule ou en complexe, possède plusieurs activités nucléases telles 
exonucléases et endonucléases (revue dans D'Amours et Jackson, 2002). Cependant, 
des mutations dans le domaine nucléase de Mrel lp chez la levure n'affectent pas la 
longueur des télomères (Moreau et al., 1999; Tsukamoto et al., 2001 ). Des résultats 
obtenus par des essais de formation de télomères de nova à la suite d'une cassure 
d'ADN db supportent l'idée que le complexe MRX serait responsable de générer des 
extensions 3' sb télomériques (Diede et Gottschling, 2001). En effet, l'absence du 
complexe MRX fonctionnel chez la levure résulte en la diminution considérable de la 
liaison de Cdcl3p et de la formation d'un télomère près d'une cassure d'ADN db 
pour des cellules arrêtées en phase mitotique (Diede et Gottschling, 2001). Ainsi, la 
création d'un substrat d'ADN sb télomérique pour la télomérase et d'un site de 
liaison pour Cdc 13p semble être altérée lorsque le complexe MRX est inactif. Par 
contre, des résultats contradictoires indiquent plutôt que le complexe serait important 
dans le recrutement de la télomérase (Tsukamoto et al., 2001). Ce sont des 
expériences d'immunoprécipitation de la chromatine qui ont permis de démontrer que 
l'absence de Mrel lp, Rad50p ou Xrs2p dans la cellule n'affecte pas la liaison de 
Cdc 13p aux télomères de levure (Tsukamoto et al., 2001 ). Chez l'humain, le 
complexe MRN possède une activité hélicase qui est conférée par la protéine NBS 1 
(Paull et Gellert, 1999). Plus particulièrement, les protéines Mre 11 p et Rad50p sont 
associées de façon constitutive aux télomères humains, probablement en interagissant 
avec TRF2, alors que la protéine Nbs 1 p se retrouve associée aux télomères seulement 
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en phase S (Zhu et al., 2000). Cette liaison spécifique du complexe MRN avec les 
télomères en phase S suggère qu'il serait probablement important pour la réplication 
des télomères et/ou la formation du t-loop chez l'humain (Zhu et al., 2000). 
Maintien des télomères en absence de la télomérase 
LE MAINTIEN ALTERNATIF DES TÉLOMÈRES CHEZ LA LEVURE 
Des cellules dépourvues d'activité de la télomérase perdent 3 à 5 pb à chaque 
télomère par division cellulaire chez la levure, dû au problème de réplication des 
extrémités (Lundblad et Szostak, 1989; Lundblad et Blackburn, 1993; Singer et 
Gottschling, 1994). La majorité des cellules entrent en sénescence après 50 à 1 OO 
générations et finissent par mourir à cause d'une dégradation terminale des séquences 
d' ADN. Ceci résulte en une perte de gènes essentiels et/ou des fusions de 
chromosomes provoquant une instabilité génétique (Hackett et al., 2001 ). Cependant, 
un faible pourcentage des cellules réussissent à échapper aux conséquences létales 
dues à l'absence d'une télomérase active (Lundblad et Blackburn, 1993). 
L'apparition de ces survivants est possible grâce à des événements de recombinaison 
dépendant de la protéine Rad52p, qui est normalement responsable de la majorité des 
événements de recombinaison homologue chez la levure (Lundblad et Blackburn, 
1993). En effet, les survivants possèdent des changements importants au niveau des 
extrémités des chromosomes par rapport aux cellules Wt. Ces survivants sont 
classifiés en deux catégories selon le résultat de l'amplification par recombinaison 
des séquences télomériques et/ou des séquences sous-télomériques; ce sont les 
survivants de type 1 et les survivants de type II (Lundblad et Blackburn, 1993; Le et 
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al., 1999; Teng et Zakian, 1999). L'analyse des extrémités des chromosomes des 
survivants de type 1 démontre une amplification des régions sous-télomériques Y' 
(Figure 5; Lundblad et Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999). En 
effet, le nombre total de copies de l'élément Y' retrouvé dans les survivants de type 1 
est environ 200 fois plus élevé que celui retrouvé dans des cellules Wt. De même, des 
chromosomes n'ayant pas d'éléments Y' avant la sénescence se retrouvent avec ces 
éléments lorsque les cellules sortent de la crise et deviennent des survivants de type 1, 
alors que normalement l'échange d'éléments Y' entre les télomères survient à un très 
faible pourcentage dans des cellules Wt (Horowitz et Haber, 1985). Même s'il y a une 
amplification des régions sous-télomériques, les télomères sont courts pour cette 
classe de survivants comparativement aux cellules Wt (Lundblad et Blackburn, 1993; 
Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999). Leur taille est d'environ de 1 OO pb et elle 
semble être maintenue tout au long des générations des survivants de type 1. En plus 
de la dépendance de Rad52p, des études génétiques ont permis de démontrer que la 
génération des survivants de type 1 est dépendante de la présence de d'autres 
protéines impliquées dans la recombinaison homologue, soit Rad5 l p, Rad54p et 
Rad57p (Le et al., 1999; Chenet al., 2001). D'un autre côté, les survivants de types II 
sont caractérisés par la présence de télomères de taille hétérogène, dont la majorité 
sont très longs comparativement à ceux des cellules Wt (Figure 5; Lundblad et 
Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999). Contrairement aux télomères 
des survivants de type 1, les longs télomères hétérogènes des survivants de type II ne 
sont pas maintenus de façon stable et ne possèdent pas d'amplification des éléments 
Y' (Lundblad et Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999). En effet, 
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ces télomères raccourcissent de génération en génération et sont par la suite allongés 
brusquement dans un court laps de temps (Teng et Zakian, 1999). À part la protéine 
Rad52p, les autres produits des gènes impliqués dans la recombinaison et dans la 
génération des survivants de type II sont Rad59p et le complexe MRX (Le et al., 
1999; Teng et al., 2000; Chen et al., 2001 ). Du point de vue de la croissance 
cellulaire, les survivants de type II possèdent un temps de génération similaire aux 
cellules Wt, tandis que les survivants de type 1 ont une croissance plus lente, 
phénomène qui reste encore mal compris (Teng et Zakian, 1999). Ainsi, lorsque des 
cellules de survivants de type 1 sont mises en culture liquide, des survivants de type II 
peuvent alors apparaître dans la population, suggérant que les survivants de type 1 
peuvent changer de mode pour générer des survivants de type II et que les survivants 
de type II ont un net avantage au niveau de la croissance cellulaire (Teng et Zakian, 
1999). Finalement, il a été démontré que la remise en place d'une télomérase 
fonctionnelle dans les deux types de survivants inhibe les mécanismes de 
recombinaison utilisés pour maintenir les télomères et que ceux-ci reviennent à une 
taille similaire aux cellules Wt après quelques générations (Lundblad et Blackburn, 
1993; Teng et Zakian, 1999). L'identification des voies génétiques empruntées pour 
générer les survivants chez la levure permet de prédire certains mécanismes 
moléculaires impliqués dans le maintien des télomères en absence de la télomérase 
(revue dans Lundblad, 2002). Ainsi, les deux voies de recombinaison impliquent 
principalement le gène RAD52, et l'une des voies est dépendante de RAD50 (pour 
générer les survivants de type II) tandis que l'autre voie est dépendante de RAD51 
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Figure 5. Mécanismes potentiels pour le maintien des télomères en absence de la 
télomérase. Dans des levures S. cerevisiae sans télomérase, les télomères 
raccourcissent à chaque division cellulaire. Même si la majorité des cellules entrent 
en sénescence, une faible proportion des cellules réussissent à former des survivants 
de type 1 ou type II selon des mécanismes proposés. A) Recombinaison inter-
moléculaire de type BIR. B) Intégration de molécules d' ADN extra-chromosomiques. 
C) Mode de réplication en cercle roulant à partir de molécules circulaires d' ADN 
extra-chromosomiques. Des cercles d' ADN db pourraient également être impliqués. 
D) Recombinaison intra-chromosomique formant une structure similaire au t-loop. 
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Un premier mécanisme proposé pour le maintien des télomères en absence de la 
télomérase est celui impliquant des événements de recombinaison d'une extrémité qui 
initie une fourche de réplication, appelé BIR («b.reak-induced replication») (Figure 
5A; revue dans Kraus et al., 2001 ). Ainsi, un chromosome brisé sans télomère peut 
être rétabli en se recombinant de façon intra-chromosomique par homologies de 
séquences ou en recopiant l'extrémité d'un autre chromosome par réplication (Bosco 
et Haber, 1998). L'utilisation du mécanisme BIR entre des chromosomes non-
homologues a été mis en évidence lorsque la télomérase n'est plus active dans les 
cellules de levures (Hackett et al., 2001). Les événements de BIR peuvent survenir de 
façon dépendante de RAD51, mais également de façon indépendante de RAD51 
(revue dans Kraus et al., 2001). Ainsi, les survivants de type I pourraient maintenir 
leurs télomères par un mécanisme de recombinaison BIR-dépendant de RAD51, alors 
que les survivants de types II pourraient utiliser un mécanisme de recombinaison BIR 
de façon indépendante de RAD51 (Figure 5A). 
Un autre mécanisme de recombinaison pourrait être l'intégration de molécules 
d' ADN extra-chromosomiques circulaires (Figure 5B). La présence de cercles 
d' ADN extra-chromosomiques constitués d'éléments Y' a déjà été rapportée chez la 
levure S. cerevisiae (Horowitz et Haber, 1985). Ce sont des molécules qui seraient 
créées par excision des régions Y' des chromosomes et qui pourraient ensuite se 
réintégrer dans des régions sous-télomériques de d'autres chromosomes. L'utilisation 
de ces cercles Y' d' ADN extra-chromosomiques par les survivants de type I pourrait 
expliquer le maintien des extrémités de leurs chromosomes (Figure 5B). Pour les 
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survivants de type II, des cercles d' ADN télomériques pourraient être utilisés de la 
même façon (Figure 5B). Par contre, leur présence n'a pas encore été identifiée et leur 
formation potentielle reste aussi à être étudiée. 
Un troisième mécanisme pourrait également expliquer le maintien des télomères des 
survivants. Il s'agit encore de l'utilisation des cercles d' ADN extra-chromosomiques, 
mais le maintien des télomères se ferait par un mécanisme de réplication en cercle 
roulant (Figure 5C). L'extension 3' sb télomérique pourrait alors servir de point de 
départ pour les ADN polymérases. Ce mode de réplication a déjà été caractérisé chez 
des organismes ayant des petits génomes tels que les bactériophages et des plasmides 
bactériens (revue dans Novick, 1998). 
Un dernier mécanisme qui pourrait être également à l'origine de la survie des cellules 
en absence de la télomérase est celui impliquant l'élongation des télomères par la 
formation d'une structure similaire au t-loop (Figure 5D). L'invasion et l'appariement 
de l'extension 3' sb G-riche pourraient se réaliser dans les régions sous-télomériques 
Y' ou directement dans les télomères et d'une façon similaire au BIR, pourraient 
maintenir les extrémités des chromosomes pour les survivants de type I et de type II 
respectivement (Figure 5D). Ce mécanisme pourrait ainsi expliquer la présence d'une 
élongation très rapide des télomères observée chez les survivants de type II (Teng et 
al., 2000). 
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Chez la levure à bourgeon Kluyveromyces lactis, la perte de la télomérase provoque 
aussi le raccourcissement progressif de la taille des télomères et une entrée des 
cellules en sénescence avant 1 OO générations (McEachern et Blackburn, 1995). La 
contribution de la recombinaison dans les régions sous-télomériques a été mise en 
évidence dans ces cellules dépourvues de télomérase, démontrant ainsi que les 
télomères courts sont plus sujets à ces événements de recombinaison, qui arrivent 
jusqu'à 1000 fois plus souvent que dans des cellules Wt (McEachem et lyer, 2001). 
De façon similaire à S.cerevisiae, des survivants sont retrouvés de façon dépendante 
de RAD52 dans les cultures sénescentes de levures K. lactis sans télomérase 
(McEachem et Blackburn, 1996). Cependant, aucun survivant ne démontre des 
amplifications des régions sous-télomériques comme les survivants de type 1 chez 
S.cerevisiae. Ces survivants ont plutôt des répétitions télomériques allongées de 
longueurs variables similaires aux survivants de type II (McEachem et Blackburn, 
1996). Ceci est probablement dû au fait que la levure K.lactis ne possède pas de 
régions sous-télomériques répétées en tandem séparées par des séquences 
télomériques. De plus, les télomères des survivants chez K. lactis ne sont pas 
maintenus de façon stable lors des divisions cellulaires subséquentes (McEachern et 
Blackburn, 1996). L'introduction de plasmides contenant un marqueur dans des 
séquences télomériques a permis de démontrer que les survivants chez K. lactis 
peuvent maintenir leurs télomères en utilisant de l' ADN extra-chromosomique 
circulaire (Natarajan et McEachem, 2002; Natarajan et al., 2003). Ainsi, le modèle de 
maintien des télomères par la méthode de réplication en cercle roulant est le 
mécanisme potentiellement impliqué pour les survivants sans télomérase chez la 
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levure K. lactis. Chez la levure à fission Schizosaccharomyces pombe, un faible 
pourcentage des cellules peuvent également survivre en absence de la télomérase 
après la sénescence cellulaire (Nakamura et al., 1998). La majorité des survivants 
retrouvés possèdent leurs trois chromosomes sous forme circulaire sans aucune 
répétition télomérique (Nakamura et al., 1998). Une très faible proportion des 
survivants ont des chromosomes linéaires contenant une amplification élevée des 
régions sous-télomériques, probablement due à des événements de recombinaison 
(Nakamura et al., 1998). Ainsi, le mode de survie en absence de la télomérase chez 
S.pombe diffère quelque peu des autres levures étudiées, probablement à cause de la 
présence d'un petit nombre de chromosomes chez la levure de fission comparé aux 
autres levures. 
L 'ALLOXGE\IENT DES TÉLOA1ÈRES SA.VS TÉLO.'v!ÉRASE CHEZ L 'HU.HAIN 
Dans la majorité des cellules humaines, la télomérase est absente et des séquences 
d' ADN télomériques sont perdues lors des divisions cellulaires (Harley et al., 1990). 
Par contre, des évidences suggèrent que la télomérase serait présente dans certaines 
cellules normales mais à un faible niveau d'expression (Masutomi et al., 2003). Dans 
la variété des types de cancers chez l'humain, environ 85% des cellules cancéreuses 
possèdent une activité positive de la télomérase (revue dans Shay et Bacchetti, 1997). 
Ainsi, il a été démontré que certaines tumeurs sans activité de la télomérase 
pourraient maintenir leurs télomères d'une façon alternative, appelées les cellules 
ALT («,alternative lengthening of telomeres») (Bryan et al., 1997). Similairement, des 
cellules sans activité de la télomérase ont également été étudiées avant et après 
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l'immortalisation de celles-ci et elles démontrent une augmentation de la taille des 
télomères après leur immortalisation (Bryan et al., 1995; Rogan et al., 1995). Les 
cellules ALT possèdent des télomères de taille hétérogène et normalement plus longs 
que des cellules normales, la longueur moyenne des TRFs étant de 20 kpb et certains 
peuvent aller jusqu'à environ 50 kpb (revue dans Henson et al., 2002). Ces 
phénotypes particuliers sont similiaires à ceux observés dans les survivants de type II 
chez S.cerevisiae et ceux retrouvés chez K.lactis. En plus d'avoir des fluctuations au 
niveau de leur longueur (Mumane et al., 1994; Perrem et al., 2001 ), les télomères des 
cellules ALT peuvent être maintenus par des événements de recombinaison inter-
chromosomique, sans toutefois exclure la possibilité de la recombinaison intra-
télomérique (Dunham et al., 2000). Les gènes impliqués dans le maintien des 
télomères chez les cellules ALT n'ont pas été encore investigués directement, mais 
certaines protéines telles Rad52p, Rad51 p et le complexe MRN pourraient être 
importantes dans ce processus (revue dans Henson et al., 2002). En effet, les cellules 
ALT possèdent des structures nucléaires particulières appelées APB («ALT-
associated fML .Qodies»). Ces structures se distinguent par la présence d' ADN 
télomérique, de protéines télomériques telles TRF 1 et TRF2 et des protéines 
impliquées dans des processus de recombinaison et de réplication (revue dans Henson 
et al., 2002). De plus, des molécules linéaires extra-chromosomiques d 'ADN 
télomérique ont été retrouvées dans les APBs des cellules ALT, suggérant la 
possibilité que ces molécules agissent comme substrat pour l'allongement des 
télomères (Ogino et al., 1998; Tokutake et al., 1998; Y eager et al., 1999). La présence 
de cercles d' ADN extra-chromosomiques contenant des séquences télomériques a 
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également été détectée dans quelques lignées cellulaires humaines, de rongeurs et 
cancéreuses (Cohen et al., 1997; Regev et al., 1998). Tout récemment, les groupes de 
Griffith et de de Lange ont clairement démontré que des cellules ALT possèdent des 
cercles d' ADN extra-chromosomiques contenant des répétitions télomériques (Cesare 
et Griffith, 2004; Wang et al., 2004). Ainsi, ces données suggèrent que les télomères 
pourraient être maintenus par des mécanismes de recombinaison impliquant des 
molécules d' ADN extra-chromosomiques. Dans le même ordre d'idée, des 
nanocercles télomériques de 54 nt d' ADN sb contenant des répétitions télomériques 
humaines peuvent servir de matrice pour réaliser la synthèse d' ADN par méthode de 
cercle roulant in vitro (Lindstrom et al., 2002). Contrairement à la situation observée 
chez la levure S. cerevisiae, des résultats contradictoires ne permettent pas de 
confirmer ou d'infirmer que la présence de la télomérase peut inhiber le ou les 
mécanismes de maintien des télomères par recombinaison dans les cellules ALT 
(Cerone et al., 2001; Ford et al., 2001; Grobelny et al., 2001; Perrem et al., 2001). 
La connexion entre les télomères et les cassures d'ADN db 
Les télomères et les cassures d' ADN db partagent la même particularité : ils sont 
physiquement des extrémités d' ADN des chromosomes. Contrairement aux cassures 
d' ADN, les télomères ne doivent pas activer les «checkpoints» responsables des 
dommages dans l' ADN et causer un arrêt dans le cycle cellulaire (Sandell et Zakian, 
1993; Karlseder et al., 1999). Les télomères sont en effet protégés des événements de 
recombinaison non-homologue (NHEJ) qui provoqueraient la fusion avec d'autres 
télomères ou avec des bris d' ADN aléatoires. La fusion de télomères entre deux 
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chromosomes provoquerait une grave instabilité génétique via la formation d'un 
chromosome dicentrique instable lors des divisions cellulaires subséquentes. Dans les 
deux types de fins d' ADN, les extrémités d' ADN en 5' peuvent être dégradées afin de 
générer des extensions 3' sb. Par contre, le processus de dégradation semble être 
mieux contrôlé et limité dans le cas des télomères comparativement aux cassures 
d' ADN db, probablement à cause de la présence des protéines liant l' ADN 
télomérique. De plus, les télomères possèdent des séquences d' ADN bien spécifiques 
à l'espèce, alors que les séquences d' ADN retrouvées lorsqu'il y a des cassures sont 
plutôt aléatoires. Malgré leur situation différente, les télomères et les cassures d' ADN 
db semblent partager certaines protéines impliquées dans les processus de 
recombinaison. 
Un des candidats pour ce partage est l'hétérodimère Ku qui est hautement conservé 
entre les espèces et qui se lie avec haute affinité aux extrémités d' ADN db d'une 
façon indépendante des séquences et des structures (revue dans Fisher et Zakian, 
2005). Cet hétérodimère est formé des sous-unités de 70 et 80 kilodaltons, appelées 
Ku70 et Ku80 respectivement. Il est impliqué dans le NHEJ lors de la réparation de 
cassures d' ADN db chez la levure et les humains, alors que paradoxalement, ce 
mécanisme doit être inhibé au niveau des télomères. La structure crystalline de Ku lié 
à de !'ADN db a révélé la présence d'anneaux dans les sous-unités qui créent une 
cavité centrale dans le complexe (Walker et al., 2001). L'ADN db ne peut être 
qu'inséré dans cette cavité, supportant le fait que Ku ne se lie qu'à des extrémités 
d' ADN libres. Le contact entre Ku et l' ADN ne se fait qu'avec le squelette sucre-
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phosphate de l' ADN, ce qui précise son mode de liaison séquence-indépendante 
(Walker et al., 2001). Des résultats in vitro suggèrent que l'hétérodimère Ku pourrait 
protéger les extrémités d' ADN de la dégradation éventuelle par des exonucléases 
(Gottlieb et Jackson, 1993). Par contre, les études de l'implication de Ku dans la 
recombinaison V(D)J des immunoglobulines ont permis de démontrer que des 
intermédiaires de recombinaison sont stables en absence du complexe, suggérant que 
le rôle de protection du complexe n'est pas essentiel, du moins lors des 
recombinaisons V(D)J (Han et al., 1997). Chez la levure, des évidences permettent 
d'indiquer que le complexe Ku aurait aussi un rôle à jouer au niveau des télomères. 
Des souches mutantes dans le gène YKU70 et/ou YKU80 possèdent de très courts 
télomères (environ 1 OO pb) comparativement à ceux des cellules Wt (Boulton et 
Jackson, 1996; Porter et al., 1996). Ce phénotype télomérique ne semble pas être un 
effet indirect de la perte de fonction du NHEJ puisque la délétion du gène LIG4, gène 
qui encode une protéine homologue à l' ADN ligase IV requise pour le NHEJ, n'a 
aucun effet sur la longueur des télomères (Teo et Jackson, 1997). De plus, un criblage 
par méthode de double-hybride a permis d'identifier Sir4p comme étant un facteur 
qui interagit avec la sous-unité yKu70p (Tsukamoto et al., 1997). En lien avec cette 
interaction, des mutations affectant le complexe yKu abolissent le TPE dans les 
cellules, suggérant que le complexe yKu aurait une implication dans la formation de 
l 'hétérochromatine télomérique chez la levure comme le complexe Sir2p/Sir3p/Sir4p 
(Boulton et Jackson, 1998). De même, des mutations dans les gènes SIR2, SIR3 et 
SIR4 mènent à une inefficacité de réparer des cassures d' ADN db par NHEJ dans la 
cellule, proposant un possible rôle du complexe Sir dans le processus de réparation 
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par NHEJ (Tsukamoto et al., 1997; Boulton et Jackson, 1998). Ces données proposent 
donc une relation entre les processus de réparation d' ADN par NHEJ et les télomères. 
Malgré le fait que les télomères doivent être protégés des événements de fusions par 
des mécanismes de NHEJ, ces extrémités des chromosomes demeurent en principe 
d'excellents sites de liaison pour le complexe Ku dans la cellule. 
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Objectifs du projet 
Comme mentionné précédemment, les télomères de la levure Saccharomyces 
cerevisiae acquièrent de longues extensions 3' télomériques à la fin de la phase S. Par 
contre, la présence d'extensions 3' G-riches pour le reste du cycle cellulaire 
demeurait encore inconnue. De plus, certaines évidences suggèrent la présence d'une 
activité nucléase nécessaire à la création des extensions sb télomériques aux deux 
extrémités des chromosomes. Une régulation précise des activités de dégradation du 
brin C-riche télomérique devrait cependant faire intervenir certaines protéines 
télomériques. La caractérisation et l'analyse de la structure terminale des 
chromosomes de certaines souches mutantes de la levure S. cerevisiae ont permis de 
répondre en partie à ces questions encore inconnues dans le domaine : 
1) Quels sont les facteurs cellulaires impliqués dans la protection des télomères ? 
2) Quelle est la structure terminale des chromosomes chez la levure ? 
3) Quelles sont les protéines impliquées dans la création des extensions 3' sb 
télomériques ? 
4) Quels sont les mécanismes de recombinaison qui permettent de maintenir les 
télomères dans les souches de levure sans télomérase ? 
5) Est-ce que le mode de protection conventionnelle des télomères est essentiel 
pour le maintien alternatif des télomères ? 
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Préambule 
Ce manuscrit rapporte la présence du complexe yKu aux télomères de levure. En 
effet, nous démontrons par des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine 
que le complexe yKu est associé aux télomères de levure. En l'absence du complexe 
y Ku, les télomères possèdent de longues extensions 3' du brin G-riche tout le long du 
cycle cellulaire, suggérant que le complexe yKu aurait un rôle de protection des 
séquences télomériques contre la dégradation. Finalement, nous rapportons que 
l'absence de yKu70 et/ou yKu80 avec les composantes de la télomérase provoque un 
phénotype de létalité synthétique chez la levure. J'ai contribué à environ 40% de ce 
travail et j'ai réalisé les figures 1 B, 2A, 2B et 4 (en haut). 
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During telomere replication in yeast, chromosome ends acquire an S-phase specific 
overhang of the G-rich strand. Here it is shown that in cells lacking Ku, a 
heterodimeric protein involved in non-homologous DNA end-joining, such long 
overhangs are present throughout the cell cycle. In vivo crosslinking experiments 
demonstrated that Ku is bound to telomeric DNA. These results show that Ku plays 
a direct role in establishing a normal DNA end-structure on yeast chromosomes, 
conceivably by functioning as a terminus-binding factor. Since Ku-mediated DNA 
end-joining involving telomeres would result in chromosome instability, our data also 
suggest that Ku functions in a distinct mechanism when bound to telomeres. 
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The Ku-protein, comprising two subunits of approximately 70 and 85 kD, 
appears to be present in all eukaryotic cells suggesting that it is involved in a 
conserved and important fonction. Originally identified as an autoimmune antigen 
localized to the nucleus, this protein together with a third component, the catalytic 
subunit of a DNA-dependent protein kinase (DNA-PKc5), is now known to be critical 
for non-homologous DNA double-strand break repair and the site-specific 
recombination of the V(D)J gene segments (J). In vitro, mammalian Ku binds directly 
to double-stranded (ds) DNA ends in a sequence-independent fashion (2). Thus, it has 
been postulated that Ku associates with ds DNA ends produced by DNA damage or 
during recombination and may recroit additional factors necessary for successful end-
joining (J). 
The yeast Saccharomyces cerevisiae contains two genes, HDFJ and 
YKU80/HDF2 (hereafter referred to as YKU80), which are homologs of the two 
mammalian Ku-subunits (3-5). Like its mammalian counterpart, yeast Ku binds DNA 
ends only in the heterodimeric form (5). Consistent with the proposed roles for Ku in 
mammalian cells, yeast cells lacking Ku activity are severely impaired in Rad52-
independent nonhomologous DNA end-joining (NHEJ) ( .f.-6). Furthermore, yeast 
strains devoid of Ku do not grow at elevated temperatures (3, 4) and harbor 
dramatically shortened telomeres (4, 7). Recently, Hdflp has been shown to internet 
with Sir4p in vivo (8). Since Sir4p is a necessary component for transcriptional 
silencing at several genomic loci, including telomeres, a role for Ku in telomere 
maintenance has been hypothesized. 
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The telomeres of virtually all eukaryotic chromosomes are comprised of 
simple direct repeats. Yeast telomeres consist of250 to 400 bp of TG2_3(TG) 1_6 
repeats (commonly abbreviated TG1_3 or C1_3A), and the G-rich strand forms the 3'-
end of the chromosomes (9, JO). During replication ofyeast telomeres, chromosomal 
ends acquire a transient, single-stranded (ss) extension of the G-rich strand that can be 
detected in native DNA with telomeric probes (11, 12). In addition, these S-phase-
specific overhangs can be detected in cells without telomerase, suggesting that they 
can be generated and processed by other enzymes (12, 13). Because virtually no 
overhangs can be detected by hybridization in yeast cells not in S-phase (Fig. IA, Jane 
1) (11, 12), the terminal DNA configuration in such cells could be blunt or consist of a 
short overhang ( <20 bases) of either strand. 
We reasoned that cells lacking the ability to reform a normal terminal DNA 
structure would arrest in late-S/G2 due to an abnormal end-structure that might be 
recognized by DNA damage checkpoints. Thus, a bank of randomly mutagenized and 
temperature-sensitive (ts) yeast strains was screened for those that arrested in 02/M 
at the restrictive temperature and then analyzed for their terminal DNA-structure by 
in-gel hybridization to native DNA (12). Analysis of an outcrossed strain 
(RWY737d) that carries a previously uncharacterized mutation is shown in Fig. IA 
(lanes 9 and 10) (14). In addition to the strong telomeric signais for ss G-strands 
observed in native gels, the overall length of the telomeric repeats was reduced by 
about 200 bp in this strain (Fig. IA, bottom, compare lanes 1 and 9). 
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Three lines of evidence indicate that the mutation in strain RWY737d resides 
in the YKU80 gene. First, strains carrying a deletion of the YKU80 gene did not 
complement the ts, telomeric length, or DNA end-structure phenotypes, whereas 
strains carrying a deletion of HDFI did complement (15). Second, a plasmid 
expressing a Myc-epitope-tagged Yku80 protein complemented all of these 
phenotypes (16). Third, the phenotype of a strain carrying a deletion in YKU80 was 
indistinguishable from that of strains carrying the mutation identified here when 
assayed for telomeric repeat length and ss extensions of the G-rich strand (Fig. lA, 
lanes 5 and 6). In addition, strains carrying a deletion of the HDFI gene or strains 
with a deletion of bath HDF I and YKU80 genes also displayed the same phenotypes 
(Fig. lA, lanes 3, 4, 7 and 8). Digestion of the genomic DNA with Escherichia coli 
exonuclease I, a 3 '-specific ss DNA exonuclease (12, 17), eliminated all signals in the 
native gels (Fig. lA, top), reduced the hybridization intensity of the terminal 
restriction fragments after denaturation (Fig. IA, bottom), and slightly reduced the 
size of these fragments. U sing a variety of restriction enzymes and longer gels, we 
were able to estimate that the overhangs are~ 50 to 90 bases in length (18). Thus, the 
telomeric signals observed for Ku--cells in native gels correspond to unusually long 
terminal extensions of the G-rich strand. 
For at least some end-joining reactions in mammalian cells, an association of 
the Ku with DNA-PKcs is required (J). Yeast encodes a number of genes such as 
TELi and MECI that share some sequence homologies with the gene for DNA-PKcs 
(19). Most notably, yeast strains with a deletion of TELi also display shortened 
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telomeres (Fig. lA, bottom, lane 11; Fig. IB, bottom, lanes 5 and 6) (20). However, 
the terminal DNA in yeast strains with a deletion of TELJ had no detectable 
overhangs (Fig. lA, top, lanes 11 and 12; Fig. lB, top, lanes 5 and 6). In addition, 
strains with a mutation in both YKU80 and TELJ had even shorter telomeric TG 1_3 
tracts than either single mutant and displayed ss extensions (Fig. 1 B, lanes 7 and 8) 
(7). Thus, the altered DNA end-structure observed for strains with mutations in one 
of the Ku genes is not simply a consequence of a short telomeric repeat tract but a 
specific phenotype associated with the lack of Ku. Consistent with this conclusion, 
the signals for ss G-rich extensions were equally visible whether Ku--cells were grown 
at permissive or restrictive temperatures (Fig. lB, top, lanes 3 and 4). These results 
also support the notion that Ku and Tel 1 p affect telomere length through different 
genetic pathways (7). 
It was formally possible that a fraction of the Ku--cell population would delay 
in late S-phase and therefore have telomeres with long overhangs, but for the rest of 
the cell cycle have normal terminal DNA structures (21). To investigate this 
possibility, we induced yku80 mutant cells to arrest in G 1, early-S or M phases, and 
then assayed for G-strand overhangs (Fig. 2). Although wild-type strains did not have 
ss G-strands at the telomeres at any of the arrest points, the arrested yku80 mutant 
cells always yielded signals that were indistinguishable from those obtained with 
nonsynchronized mutant cells (Figs. 2A, C). Thus, while the telomeres in wild-type 
cells acquire G-strand extensions only transiently in late S-phase, the telomeres in Ku-
-cells have such overhangs throughout the cell cycle. 
50 
To determine whether yeast Ku modulates DNA end-structures by binding to 
chromosomal ends, we performed in vivo crosslinking studies. Ayku80 mutant strain 
was transformed with a plasmid encoding a Myc-epitope-tagged Yku80p and protein-
DNA crosslinks were induced in vivo (Fig. 3) (22). After immunoprecipitation of 
whole cell extracts with the Myc-specific antibody, DNA from the pellets and 
supernatants was analyzed by Southern blotting. DNA fragments containing telomeric 
repeats were recovered in immunoprecipitates from the strain harboring the pKU80-
myc plasmid (Fig. 3A, lanes 5 and 6), but not from strains lacking Yku80p (Fig. 3A, 
lane 1 ). These DNA fragments were not immunoprecipitated in the absence of 
antibody (Fig. 3A, lane 2) or in the absence of formaldehyde-induced crosslinking 
(Fig. 3A, lanes 3 and 4). Finally, when a probe specific for the yeast ribosomal DNA 
repeat was used on the same blot, no signal above background was detectable after 
immunoprecipitation (18). 
To verify that the fragments immunoprecipitated were due to in vivo 
crosslinks and not associations occurring during extract preparation, we added a five-
fold excess of a linearized plasmid to the cells prior to extract preparation (23). 
Fragments containing telomeric DNA were immunoprecipitated as efficiently as in the 
absence of competitor DNA (compare lanes 5 and 6, Fig. 3A), but virtually no 
competitor DNA was recovered in the pellet (Fig. 4B). These results demonstrate that 
yeast Yku80p can be crosslinked in vivo to chromosomal DNA comprised of 
telomeric repeats. The exact binding site for Ku on the telomeres is unknown, but the 
in vitro properties of Ku and the altered terminal DNA structure in Ku--cells strongly 
51 
suggest that Ku binds at or near the most distal telomeric repeats on yeast 
chromosomes. 
These results show that yeast Ku is involved in establishing the proper 
terminal DNA structure on yeast chromosomes and that this effect is likely mediated 
by the direct binding of Ku at or near the chromosome ends. We have also observed a 
dramatic alteration in the transcriptional repression of URA3, a gene required for uracil 
biosynthesis, when this gene is located near a telomere in Ku--cells (24); a result that 
reinforces the conclusion that Ku is present in normal telomeric chromatin. 
Surprisingly, Ku--cells are viable at the permissive temperature although they have an 
altered terminal DNA-structure. However, yeast cells harboring both a deletion of the 
TLCJ gene, encoding the RNA component of telomerase (25), and ayku80 mutation 
die after only ~ 10 generations (Fig. 4). Similar results were obtained when the cdcl 3-
2est mutation that affects telomerase function in vivo (26), was combined with a yku80 
mutation (Fig. 4). These results show that defects in components associated with the 
yeast telomerase are deleterious in strains that do not maintain a normal terminal 
DNA end-structure. It is therefore possible that in rapidly dividing cells grown at 
elevated temperatures, Ku-mediated establishment of a proper terminal DNA-
structure would be required for maintaining a functional block of telomeric repeats via 
telomerase, whereas in cells grown at 23°C, normal telomerase activity and/or 
alternative recruitment of telomerase by ss G-strand binding proteins would suffice. 
Alternatively, some aspect of the telomerase-mediated maintenance of telomeric 
repeats could be inherently sensitive to elevated temperatures. 
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Whereas Ku is known to be involved in DNA end-joining activities (1, 5, 6), 
we show here that this protein also binds to chromosome ends, affects the terminal 
DNA configuration and is required in the absence of a functional telomerase. 
However, telomere to telomere end-joining reactions would lead to dicentric 
chromosomes and genomic instability. Therefore, the presence of Ku at yeast 
telomeres was surprising and suggests that this protein is involved in at least two 
distinct mechanisms, depending on the location of its binding. We speculate that 
interactions of Ku with telomerase-associated proteins or with proteins involved in 
NHEJ may play a crucial role in distinguishing chromosome ends, where end-to-end 
fusions are not desirable, from ds DNA breaks within a chromosome. Since the 
predominant double-stranded break repair mechanism in mammalian cells is NHEJ and 
since telomeres in these cells are maintained by telomerase, it will be interesting to 
investigate the roles of Ku in telomere maintenance in such systems. 
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Fig. 1. Altered telomeric end-structure caused by mutations in yeast Ku genes. (A) 
Top: DNA from strains with the indicated genotypes and grown at 23°C was mock 
treated (lanes 1, 3, 5, 7, 9, and 11) or digested with E.coli exonuclease I (lanes 2, 4, 6, 
8, 10, and 12). All samples were then digested with Xho I and analyzed by 
nondenaturing in-gel hybridization using a 22-mer oligonucleotide probe comprised of 
telomeric C1_3A repeats (12). About two thirds of the terminal restriction fragments 
are of a size indicated by the bar. The additional bands seen derive from individual 
telomeres lacking a subtelomeric repeated element Y'. The lanes marked ss and ds 
contain DNA with telomeric TG 1_3 repeats in single-stranded and double-stranded 
form respectively. M: end-labeled 1 kb ladder DNA (Gibco-BRL) serving as size 
standard. The bottom panel shows the same gel after denaturation of the DNA and 
rehybridization with the same telomeric probe. Strains used were: DWY291 (lanes 1, 
2), DWY290 (lanes 3, 4), DWY292 (lanes 5, 6), DWY293 (lanes 7, 8), RWY737d 
(lanes 9, 10), KWRYlOO (lanes 11, 12)(28). (B) A diploid yeast strain formed with 
haploids KWRYlOO (tellt1.::HIS3, YKU80) and RWY739b (TELJ, yku80) was 
sporulated and individual tetrads dissected. Ali four spores from a tetratype tetrad 
were grown at 23°C (lanes 1, 3, 5, and 7) or incubated at 37°C (lanes 2, 4, 6, and 8) 
prior to DNA isolation and analysis by non-denaturing hybridization (top), followed 
by denaturation of the DNA and rehybridization (bottom) as in (A). 
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Fig. 2. Analysis of G-strand overhangs throughout the cell cycle. (A) Strains 
RWY738a (yku80), RWY738d (YKU80) and DWY293 (hdfl '1.::TRP 1, yku80'1.::URA) 
were grown to log-phase in rich media (lanes 1, 3, and 5; marked C) or arrested in Gl 
by incubating them with of 0.75µM a-factor for 2 hours (lanes 2, 4, and 6; marked 
G 1 ). DNA was isolated and analyzed for G-strand overhangs on terminal restriction 
fragments as in Fig. 1. (B) Prior to DNA isolation, part of the cultures analyzed in (A) 
was stained for DNA with propidium iodide and analyzed for DNA content using 
standard flow cytometry. X-axis indicates relative fluorescence in arbitrary units. (C) 
Strains DWY291 (YKU80), DWY292 (yku80'1.::URA) and RWY737d (yku80) were 
grown to log-phase (lanes 1, 4, and 7; marked C), arrested in early-S with 0.4 M 
hydroxyurea (lanes 2, 5, and 8; marked S), or arrested in M-phase with 20µg/ml 
nocodazole (lanes 3, 6, and 9; marked M). Flow cytometric DNA analysis showed 
that >90% of the cells were at the expected arrest points (18). Analysis for G-strand 
overhangs in these samples was as in (A). Denaturation and rehybridization of the gel 
with the telomeric oligo showed that all lanes contained about equal amounts of DNA 
(18). 
Fig. 3. Immunoprecipitation of telomeric repeat DNA with an antibody specific for a 
tagged Yku80p after in vivo crosslinking. (A) Strain RWY737d (yku80) was 
transformed with pRS316 (lane 1) or with pKU80-myc (lanes 2, 3, 4, 5, and 6) (16). 
Protein-DNA crosslinking, preparation of whole-cell extracts, and 
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immunoprecipitation with the 9EIO antibody were as in (22), except that protein G 
agarose (Boehringer) was used instead of protein A sepharose. DNA from the pellets 
was deproteinized and analyzed by Southern blotting using a fragment containing 280 
bp of TG1_3-repeats as probe (11). The controls were as follows: lane 1: control 
plasmid without the YKU80-myc gene; lane 2: no antibodies added; lanes 3 and 4: no 
crosslinking induced. In addition, 0.2 µg of a linearized plasmid containing 280 bp of 
telomeric repeats (23) was added to the cells represented in lanes 4 and 6 after 
crosslinking (lane 6) or prior to extract preparation (lane 4 ). In lane 7, linearized p VZ 1 
DNA was loaded as control. Bar indicates the signal for telomeric repeat-containing 
fragments. (B) The blot in (A) was rehybridized to a randomly labeled pVZl probe. 
(C) As a control for DNA input, 4% of the DNA that remained in the supernatants 
and washes after the immunoprecipitation was analyzed by Southern blotting using 
the pVZl DNA probe. The heavy arrow indicates the linearized pKU80-myc. The 
small arrow indicates the linearized pRS316 DN A. The heavy smears below 3 kb in 
lanes 4 and 6 are due to the added competitor DNA. 
Fig. 4. Accelerated death of cells when a yku80 mutation is combined with mutations 
affecting telomerase. Top: Diploid strain RWY80 (cdcl 3-2es1/CDCJ 3, YKU80/yku80) 
(30) was sporulated and individual tetrads dissected. Colonies of a single tetrad were 
restreaked onto rich media and incubated at 23°C (left). The cells harboring the yku80 
mutation alone did not grow at 37°C (right), but did not senesce upon five more 
successive restreaks at 23°C (18). Cells with the cdcl 3-2est mutation were not ts 
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(right), but ceased to grow after two more successive restreaks (18). Cells labeled WT 
(wild-type) were not ts and did not show senescence. Bottom: Diploid RWY85 
(tlcl 11/TLCJ, YKU80/yku80) (30) was sporulated, tetrads dissected and cell 
phenotypes identified as above. For both crosses, each tetratype tedrad analyzed in 
this way (6/6) contained one colony from which viable cells could not be recovered 
and the genetic analysis of the other three colonies indicated that these dead cells were 
the double mutants. 1 X and 2X indicate the number of times the cells were restreaked 
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Larrivée, M., C. LeBel et R.J. Wellinger. 2004. The generation of proper constitutive 
G-tails on yeast telomeres is dependent on the MRX complex. Genes Dev 18, 1391-
1396. 
Préambule 
Ce deuxième manuscrit démontre que la structure terminale des télomères de levure 
se compose d'une courte extension 3' du brin G-riche de 12 à 14 nucléotides en phase 
G1. De plus, nous rapportons que le complexe Mrel 1/Rad50/Xrs2 (MRX) est 
important pour maintenir et/ou générer ces extensions. En effet, des souches mutantes 
pour un de ces gènes du complexe possèdent de très courtes extensions 3' 
télomériques tout le long du cycle cellulaire, la majorité étant au-dessous de 8 
nucléotides. Puisqu'il y a encore la présence d'extensions télomériques sb, des 
activités nucléases redondantes semblent être impliquées dans le processus de 
dégradation en absence du complexe MRX. J'ai contribué à environ 70% de ce travail 
et j'ai réalisé les figures 1, 2, 4B, 5 et les figures supplémentaires 1 et 2. J'ai 
également rédigé plusieurs versions complètes du manuscrit. 
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The precise DNA arrangement at chromosomal ends and the proteins involved in its 
maintenance are of crucial importance for genome stability. For the yeast 
Saccharomyces cerevisiae, this constitutive DNA configuration has remained 
unknown. We demonstrate here that G-tails of 12-14 bases are present outside of S-
phase on normal yeast telomeres. Furthermore, the Mre 11 p protein is essential for the 
proper establishment of this constitutive end-structure. However, the timing of 
extended G-tails occurring during S-phase is not affected in strains lacking Mre 11 p. 
Thus, G-tails are present on yeast chromosomes throughout the cell cycle and the 
MRX-complex is required for their normal establishment. 
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INTRODUCTION 
The physical ends of eukaryotic chromosomes, the telomeres, have a very conserved 
structure and are essential for genome stability (reviewed in Blackburn 2001; 
Chakhparonian and Wellinger 2003). Short direct DNA repeats constitute the 
underlying telomeric DNA and the strand running 5' to 3' toward the end of the 
chromosomes is usually rich in guanines (the G-rich strand). Lagging-strand synthesis 
always occurs on this G-rich strand and will leave a short gap at the 5' end of the 
newly synthesized C-rich strand. This gap can not be filled in by repair and a 3' G-
rich overhang, called G-tail, remains. On the other end, leading-strand synthesis is 
thought to produce a blunt extremity. However, studies of the terminal DNA 
arrangement in a variety of organisms suggest that a G-tail is a conserved motif for all 
telomeres (Chakhparonian and Wellinger 2003). Thus, the question arises as to how 
the blunt-ended DNA-ends generated by leading-strand synthesis are converted into 
ends with a G-tail. 
Studies in the yeast Saccharomyces cerevisiae have shown that its telomeres 
acquire detectable G-tails late in S-phase, after conventional replication (Wellinger et 
al. 1993a; Wellinger et al. 1993 b ). Moreover, at least on the ends of a linear plasmid, 
G-tails occur on both, leading- and lagging-strand ends (Wellinger et al. 1996). 
Surprisingly, these S-phase specific G-tails can also be detected in cells lacking 
telomerase, the main activity responsible for replicating telomeric G-strands (Dionne 
and Wellinger 1996). Collectively, these results suggest that the blunt end left after 
completion of leading-strand synthesis is processed into an end with a G-tail, 
presumably by nuclease/helicase activities (Wellinger et al. 1996). Analyses of the 
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requirements to establish a normal telomeric DNA end-structure are hampered by the 
fact that for wild-type (wt) yeast cells, the precise DNA arrangement outside S-phase 
is unknown. 
Recent studies on the Mrel lp/Rad50p/Xrs2p (MRX) proteins, an 
evolutionarily conserved complex involved in a number of processes in mitosis and 
meiosis, revealed that this complex may play a key role in telomere length 
maintenance in humans, plants and yeasts (reviewed in Haber 1998; D'Amours and 
Jackson 2002). Yeast cells harbouring a deletion of any one of these genes are viable, 
but display shortened telomeric repeat tracts (Kironmai and Muniyappa 1997; 
Boulton and Jackson 1998). The Mre 11 p protein alone, or in association with other 
proteins, displays various nucleolytic activities (D'Amours and Jackson 2002), and it 
has been demonstrated that in a de novo telomere formation assay, the MRX-complex 
is needed for the generation of telomeric G-strand DNA and the loading of G-tail 
binding proteins (Diede and Gottschling 2001). In addition, the MRX-complex in 
Schizosaccharomyces pombe might process telomeric DNA ends in absence of a 
DNA double-stranded binding protein Tazl p (Tomita et al. 2003). 
In order to gain insights into the requirements to establish a normal DNA-end 
at telomeres, we developed a stringently controlled hybridization assay as well as a 
primer-extension assay. The results demonstrate that most of normal yeast telomeres 
end in a G-tail of about 12-14 bases. Moreover, we show that in mrel 1 L1-strains, this 
constitutive DNA end-structure is compromised; specifically, G-tails in such mutant 
strains are shorter. In addition, while the dynamics of the cell cycle-dependent 
increase of G-tail signals at the end of S-phase occurs in both wt and mutant strains in 
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an indistinguishable fashion, signals for G-tails at the end of S-phase were also 
weaker in the mre 11 Ll-strain. The data th us show that short 10-15 bases G-tails are 
the proper ends of yeast chromosomes and in mrel 1 Ll cells, there is a deficiency in 
forming those G-tails, even though G-tail presence is not completely abolished. 
Therefore, the MRX-complex does play a direct role in telomeric end-structure 
processing in normal yeast cells and could play a similar role at mammalian 
telomeres. 
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RESULTS AND DISCUSSION 
Telomeric end-structure is affected in the absence of MRX-complex. There is 
accumulating evidence that the three interacting proteins Mre 11 p, Rad50p and Xrs2p 
(NBSl), forming the MRX- or MREl 1-complex, play arole in telomere maintenance 
in yeasts, plants and mammals. If the MRX-complex were involved in the processing 
of the blunt ends left after completion of leading-strand synthesis at the telomeres, 
one would expect to detect shorter G-tails (either transiently or constitutively) on 
yeast telomeres in strains lacking any of the components of the complex. The 
presence of G-tails can be assessed using a non-denaturing in-gel hybridization 
technique that we developed previously (Dionne and Wellinger 1996). Such analyses 
on DNA derived from asynchronously grown wild-type (wt) cell cultures yielded 
very faint signals for chromosomal terminal restriction fragments (TRFs). It remained 
unclear, whether these signals were due to constitutive short G-tails or whether they 
were due to a fraction of cells being in late S-phase, when G-tails are easily detectable 
on yeast telomeres (Wellinger et al. 1993b; Dionne and Wellinger 1996). However, 
such signals on telomeres of a high-copy linear plasmid of 7.5 kb, called YLpFATlO, 
are concentrated in a small area of the gel and become readily visible, even on DNA 
derived from G 1-arrested cultures (fig. 1 A, middle; fig. 1 B). F ACS anal y sis and 
counting of unbudded vs. budded ce Ils of these cultures established that the vast 
majority of cells (~ 95%) were indeed in G 1 (data not shown, see Supplementary fig. 
1). More importantly, when genomic DNA isolated from mrel 1 L1 strains was 
analyzed in the same fashion, a significant reduction of the signais for the G-tails is 
observed (fig. lA, middle panel, compare lanes marked MREJ 1 with those marked 
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mrel 1 L1; fig. lB). Treatment of the DNA with exonuclease 1 prior to the end-structure 
analyses (lanes Exol+ in fig. lA) indicates that the detected signal indeed corresponds 
to terminal single-stranded G-strands. Furthermore, the same gel shown in fig. lA 
was also hybridized to a G-rich probe and no telomeric C-rich signais were detected 
(data not shown). Quantification of the signais for G-tails confirmed that they are 
about 1.3-2 fold lower on DNA derived from mrel 1 L1-cells as compared to wt cells 
(fig. lB). Similar results were obtained for a rad50L1 strain, with strains of different 
genetic backgrounds and when chromosomal telomeres were analyzed (fig. lB, 
supplementary fig.2, and data not shown). Collectively, these results demonstrate that 
in G 1, G-tails can be detected on telomeres of yeast cells, and that the signal for G-
tails in mrel 1 L1-cells is reduced when compared to wt cells. 
We next investigated the length of the telomeric G-tails for cells in G 1. As a 
means of comparison, constructs containing a stretch of nucleotides corresponding to 
telomeric repeats were used. The plasmid with the longest tract (GT22) contains 22 
nucleotides that are perfectly complementary to the CA-probe used for the in-gel 
hybridization technique. In addition, derivatives of GT22 were obtained (GTl 9 to 
GTlO). These constructs harbour stepwise shortened tracts of telomeric sequences, 
each being 3 nucleotides shorter than the previous one. The different plasmids 
generated were double-digested and heat denatured prior to loading onto a gel (lanes 
GTl 0 to GT22 in fig. 2A). Note that a fragment migrating to an apparent length of 
1.1 kb of all plasmids carries a sequence complementary to T7 and M13 probes, and 
that the G-rich telomeric repeat tract of indicated size resides on slightly larger 
fragment. On the same gel, genomic DNA derived from G 1-arrested wt-cells was 
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analyzed for G-tails (lanes WT in fig. 2A). The gel was first hybridized to an M13 
probe to show about equal loading of the GTxx plasmids (fig. 2A, top left, open 
arrowhead). Next, the gel was hybridized to the 22-mer CA probe, revealing the 
fragment containing the G-rich strand of the different GT-plasmids (closed 
arrowheads in fig. 2A), as well as G-tails on YLpF A TIO (* in fig. 2A). An exposure 
was obtained after each washing step and the relative signais for all bands were 
quantified. By comparing the loss of signals occurring at each individual washing 
temperature for the known lengths of GT-tracts on the plasmid DNA to the loss of 
signals on YLpF A Tl 0 telomeres, an estimation of the lengths of G-tails on 
YLpFATlO could be derived (fig. 2B). Clearly, at lower washing temperatures 
(20°C-30°C), the signals for the telomeres on YLpF A Tl 0 are reduced to a greater 
extent than the signals for even the shortest model target plasmid, GT13 (red vs black 
curve in fig. 2B). If the overhangs were completely complementary to the 22-mer CA 
probe, these results suggest that they are shorter than 13 nt. However, given that 
telomeric overhangs are of a variable sequence composition, it is likely that a 
considerable fraction oftelomeres contains a number of mismatches with respect to 
the probe. We compared all theoretical possibilities of 16 nt overhangs to the 
sequence of the probe and found that all can yield at least 13 nt matches toit (data not 
shown). Thus, this experiment suggests that G-tails on telomeres of wt cells are 
shorter than 16 bases and only a minority could bear G-tails longer than that. 
The above provided a rough estimate for the lengths of G-tails on a population 
of telomeres in wt cells, but could not yield a precise determination of G-tail lengths 
on individual telomeres. We therefore developed a modified primer-extension 
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method, in which poly-A tailed purified TRFs were annealed to an end-labelled poly-
T oligonucleotides ending with a Cor an A at their 3'-end (fig. 3, top). The annealing 
products were then extended using T4 DNA polymerase in conditions that minimized 
strand-displacement at the double-stranded to single-stranded transition point. In 
order to verify the reliability of the method, conditions were established using a 
model oligonucleotide substrate with a sequence composition similar to the one 
expected on the TRFs (DUP-16, fig. 3 left). TRFs purified from the various strains 
were first analyzed for telomeric DNA end-structure using non-denaturing in-gel 
hybridization to make sure that no alterations occurred during DNA manipulations 
(data not shown). Optimized conditions were then applied to such purified TRFs 
derived from wt and mrel 1 .1-cells (fig. 3). For wt cells, extension products up to 12 
to 14 nucleotides are readily detectable. Remarkably, products of 9 to 12 nucleotides 
were more abundant than shorter products. In contrast, short products ( + 2 to + 8) 
were much more abundant than the longer products when DNA derived from 
mrel 1 .1-cells was used (fig. 3). However, we note that even with DNA derived from 
these mutant cells, weak signais for G-tails of the same length as those seen with 
DNA derived from wt cells could be detected. Quantification of the signais revealed 
that with DNA derived from wt cells, about 3-4 fold more signal is in the range of +8 
and longer as compared to the mrel 1 .1-cells (data not shown, see fig. 3). Therefore, 
while all strains can have G-tails of 12 to 14 bases, the fraction of telomeres ending 
with a G-tail of 8 nt and longer is significantly reduced in mrel 1 .1-cells. At least 
qualitatively, these results are consistent with the results obtained using hybridization 
techniques (figs. 1, 2) and confirm that a large fraction of the constitutive G-tails 
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observed on telomeres in G 1 is shorter in mrel 1 L\-cells, when compared to wt cells. 
Taken together, the data show that the constitutive chromosomal DNA end-structure 
for wt yeast cells encompasses overhangs of the G-rich strand that vary in length with 
most of them being shorter than 14 nucleotides. Moreover, the constitutive G-tails on 
telomeres of mre 11 .1-cells clearly are shorter, most of them being shorter than 8 
bases. 
The majority o/yeast telomeres carry constitutive overlzangs. Next, we wished to 
examine what fraction of telomeres does carry such 3 '-overhangs and whether some 
telomeres carried a blunt end or a short 5'-overhang. Genomic DNA with a native 
telomeric end-structure was treated with Exonuclease III. This strand-specific 
exonuclease degrades the strands with the 3 '-end on dsDNA that is blunt or possesses 
a 5'-overhang. As positive controls, we used genomic DNA on which telomeres were 
blunt-ended by Exol treatment as in fig. 1 prior to ExoIII treatment On this DNA, the 
generation of 5'-overhangs is detectable by a GT-probe after non-denaturing in-gel 
hybridization (fig. 4A). However, native ends are by en large resistant to ExoIII 
treatment (fig. 4A). Quantification of the gel revealed that the signais for blunted ends 
were 5-10 fold increased when compared to those obtained with native telomeres. In a 
second and independent approach, we used YLpF A Tl 0 telomeres to determine the 
amount of ends harboring G-tails. Since YLpF A Tl 0 as well as the pGTxx plasmid 
series each contained one sequence element complementary to the T7-probe, the 
estimated number oftelomeres ending with G-tails could be derived by comparing 
signais obtained on pGTxx plasmids with those on YLpF A Tl O. DNA in gels such as 
shown in fig. 2A was denatured, hybridized to a T7 probe and the signais for the 
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GT22, GTI 9 plasmids and YLpF ATI 0 were quantified. This yielded an approximate 
ratio ofYLpFATIO molecules with respect to the control pGTxx DNAs on the gels. 
In parallel, the same DNA was analyzed by non-denaturing in-gel hybridization using 
the CA-telomeric probe, washed at 4°C and signal intensities for plasmids GT22, 
GTI 9 and YLpF A Tl 0 were again quantified. These latter signal intensities were 
corrected for the fact that each YLpF ATIO molecule contains two telomeres whereas 
the pGTxx plasmids only contained one target sequence for the CA-probe. The 
obtained values were then adjusted to the molecular ratio of the molecules. Assuming 
equal chances of hybridization to each of the targets, the obtained values indicate the 
fraction of YLpFATlO telomeres hybridizing to the probe (fig. 4B). Although there is 
some variability, the data corroborate the results obtained with the Exolll experiments 
in that at least 80% of the telomeres on YLpFATIO hybridized to the probe, when the 
gels were washed at 4°C. Taken together, these data indicate that the vast majority 
and most likely ail native telomeres have a 3 '-overhang. 
The dynamics of the cel/ cycle-dependent changes in G-tail detection is not ajfected 
in mrell.t1.-cel/s. Since we observed that mrel JL1-cells display shorter G-tails than wt 
cells, we were interested to determine whether the S-phase dependent increase in G-
tail signais observed in wt cells was decreased or abolished in the mutants. MREJ 1-
and mrel 1 .1-cells were synchronized and DNA analyzed at different time points by 
in-gel hybridization (suppl. figs. 1 and 2; data not shown). A quantification of the 
relative signais shows a significant reduction for telomeric G-tail signais in a-factor 
and cdc7-arrested mrel 1-cells when compared to wt cells (fig. 5). For the cells that 
were released, the relative signais for G-tails increase for both strains in S-phase (fig. 
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5). From these data it is clear that mre 11 L1-cells display a cell cycle-dependent change 
in the G-tail signais as wt cells do. Throughout the experiment, a significant 
difference between G-tail signal intensity for wt and mrel I L1 strains was observed, 
suggesting that not only G 1-specific G-tails, but also the S-phase specific G-tails may 
be shorter in the mutant strain. However, due to the techniques used, such 
comparisons between cultures are challenging and it remains uncertain whether this 
constant difference is real. Nevertheless, these results are consistent with previous 
data, which suggested that nucleolytic processing of a DNA double-strand break 
generated at the MAT locus during mating-type switching is inefficient in strains 
harbouring deletions of the RAD5 0 or XRS2 genes (1 vanov et al. 1994 ). lt is therefore 
tempting to speculate that the lower levels of the cell cycle-dependent G-tails 
observed in our synchrony experiments with mrel I L1-cells are due to inefficient 
processing. lmportantly though, the data do show that in the mutant strain, S-phase 
dependent long G-tails are generated, suggesting that it is a processing event that 
probably occurs after DNA replication and which should establish a normal end-
structure for the rest of the cell cycle, that is affected in these cells. 
There is previous evidence that the MRX-complex could be involved in a 
chromosome-end processing event. For example, with respect to G-strand replication, 
the MRX-complex is in the same epistasis groupas telomerase components (Nugent 
et al. 1998). Furthermore, in a telomere formation assay that is based on HO-cutting 
and exposing a short telomeric repeat tract, the MRX-complex was shown to be 
needed for Cdcl3p-binding, and hence G-tail formation. In mrel I L1-cells, telomere 
formation was delayed, but not completely abolished (Diede and Gottschling 2001). 
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Our results reported here are consistent with that idea: mrel 1 L1-cells have an altered 
telomeric end-structure, consisting in shorter G-tails (figs. 1, 3). However, Cdc 13p-
binding to telomeres appears not to be reduced in mrel 1 L1-cells (Tsukamoto et al. 
2001), which suggests that in vivo, the length requirements for binding ofthis protein 
to G-tails may be less than 11 bases, the minimal length required for binding in vitro 
(Hughes et al. 2000). Altematively, there may be a different mode of Cdcl3p-binding 
on yeast telomeres with very short overhangs. Taken together, the data suggest that in 
absence of the MRX-complex, alternative activities establish an altered and shortened 
G-tail on yeast telomeres. This also suggests that the establishment of such an end-
structure and the binding of Cdc 13p are essential features for telomere-capping. 
These suggested roles for the MRX-complex in processing yeast telomeres 
may be conserved in mammals. For example, the functional homologue of the yeast 
Xrs2p in humans, NBS 1, associates transiently with a telomeric complex of 
hRAD50/hMRE11/TRF2 (Zhu et al. 2000). This association occurs in S-phase of the 
cell cycle and it has been suggested that the association ofNBSl with hRAD50 and 
hMREl 1 at telomeres either is necessary to prepare the telomeres for replication, or 
for a post-replicative processing event, such as the generation of appropriate G-tails 
and/or the formation of t-loops (Zhu et al. 2000). Furthermore, there is evidence for 
an S-phase specific regulatory role for the NBS 1 protein in maintaining telomeres in 
the absence oftelomerase in human cell lines (Wu et al. 2000). The MRX-complex is 
also involved in intra-S checkpoint signalling (D'Amours and Jackson 2001). On 
telomeres, the DNA-strand replicated by leading strand synthesis is thought to 
become a transiently blunt-ended molecule. Such ends may be sensed by this 
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checkpoint and processing to expose a single-stranded 3' end could be initiated. 
Therefore, our results raise the possibility that such leading-strand ends may have 
particular requirements for recognition and processing, which would involve the 
MRE 11-complex in yeast and humans. 
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MATERIALS AND METHODS 
Yeast cell growth, DNA manipulations and analyses followed standard and published 
protocols. For details, see the Materials and Methods section in the Supplementary 
Materials (webpage address). 
Primer extension analysis of G-tails. 0.1 ng of the oligo DUP-16 were boiled for 10 
min in PEI buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM MgCh, 50 mM NaCl, 1 mM 
dithiothreitol) and let to anneal at 23°C for more than one hour. Chromosomal 
terminal restriction fragments (TRFs) were gel purified using a QIAquick gel 
extraction kit (Qiagen). Standard poly-A tailing reactions were performed with 
annealed DUP-16 oligo or gel purified TRFs ( details to be published elsewhere ). 
Radiolabelled poly-T+(C/A) oligo (5'-CGGAATTCC(T) 18M-3'; M =Cor A) was 
annealed to these 3' terminally tailed products in PEI buffer at 16 °C for 16 hours. 
Primer-extension reactions were performed on annealed substrates in PE 1 buffer, 
which also contained 0.325 mM dATP, 0.325 mM dCTP and 20 µg BSA, at 12 °C for 
20 min. In these conditions, strand displacement occurs on less than 10% of products 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. G-tail signais are reduced in mreJJ,1. strains. 
A) Genomic DNA derived from a-factor arrested cells was digested withXhol. G-
tails on YLpF ATIO (indicated by asterisk) were analyzed by native in-gel 
hybridization for wt and mrel 111 strains (MLY50 and MLY51). DNAs were either 
mock-treated (labelled Exol-), or treated with E. coli Exonuclease I (labelled Exol+), 
before in-gel analysis. Top left panel: Ethidium-bromide stained gel; top right panel: 
the gel after non-denaturing hybridization to the CA-probe; bottom left panel: the 
DNA was denatured in the gel, transferred to a nylon membrane and the membrane 
hybridized to a Y' -probe. Single-stranded phagemid DNA containing yeast telomeric 
repeats of the G-rich strand (ssGT) and of the C-rich strand (ssCA) served as a 
positive and negative controls respectively. The ssGT control was mixed with Pvul-
digested pMW55, the latter serving as double-stranded control (ds, a fragment of 1.9 
kb). Linearized pVZY'K plasmid (3.9 kb) served as a positive control for the 
hybridization with the Y' probe (labelled Y'). M: end-labelled 1 kb ladder DNA 
serving as a size standard. 
B) Relative amounts for G-tails (relative signals for ssDNA, in arbitrary units) were 
obtained by calculating the ratio of the respective signals on the native gels over the 
total amount of Y' TRF signals or YLpFATIO signais. Three to six individual non-
synchronous cultures were tested for each strain and the standard deviation is 
indicated. 
87 
Figure 2. Most G-tails on telomeres in Gl-arrested cells are shorter than 16 
bases. 
A) The individual pGTxx plasmids, each containing telomeric repeat tracts ranging 
from 10 to 22 bp, were double-digested and heat denatured prior to loading on an 
agarose gel. A common DNA fragment serves as loading control after hybridization 
to an M13-probe (open arrowheads), while a fragment migrating at about 1.3 kb of 
each plasmid contains the TG1-3 repeats of varying lengths serving to compare the 
hybridization of the CA-probe with different telomeric repeat lengths (closed 
arrowheads). Wild-type cells (ML Y30 strain) were arrested in Gl with a-factor and 
Xho/-digested DNAs derived from those cells were loaded on the gel (lane marked 
WT). After hybridization to the M13-probe (top left), the same gel was then 
hybridized at 4°C to the CA-probe and washed at different temperatures as indicated 
at the bottom of gels shown. The signals obtained for G-tails on YLpF A Tl 0 
(indicated by asterisk) were compared to those detected on the 1.3 kb DNA fragments 
derived from the pGTxx plasmids after different washing temperatures. Controls and 
molecular size standards are as described in fig. 1. 
B) Remaining signals on pGTxx fragments as well as signals for G-tails on 
YLpF A Tl 0 were determined by using native gels washed at different temperatures. 
Signals are plotted as % with respect to the same gel washed at 4 °C ( designated at 
100%). 
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Figure 3. Constitutive G-tails are shorter in mrel 1 L1 cells. 
Top: DNA structure of the annealed model substrate DUP-16 and expected structure 
for TRFs. In DUP-16, the two nucleotides not corresponding to telomeric sequence 
and where strand displacement synthesis stops are indicated in red. Bottom: analysis 
of extension products by polyacrylamide gel electrophoresis. DUP-16 and/or TRFs 
were poly-A tailed, annealed to end-labelled poly-T +(C/ A) oligo and subjected to an 
extension reaction using T4 DNA polymerase. Left gel: control reactions using DUP-
16 alone; w/o dCTP: dCTP was omitted from the extension reaction. Poly-T+(C/A) 
indicates the position of the end labelled oligo alone and corresponds to position+ 1 
in terms of overhang size. Polymerized product: product of the extension reaction on 
DUP-16 covering the overhang only (+ 24); displacement product: product of the 
extension reaction reaching the 2 inversed G:C base pairs ( + 31 ). Right gel: purified 
TRFs from the indicated strains were subjected to the procedure. In the last two lanes, 
either DUP-16 or purified TRFs from a wt strain were treated with ExoI before the 
tailing reaction and then processed as the other samples. Size indications on right are 
with respect to overhang size. 
Figure 4. Most yeast telomeres end with a G-tail. 
A) Upper panel: genomic DNAs isolated from the indicated strains were first treated 
with Exonuclease I (labelled blunted) or mock treated (labelled native). DNAs were 
then mock-treated (labelled ExoIII -), or treated with Exonuclease III (labelled ExoIII 
+), before native gel analysis. Closed arrowhead: intemal positive control for the 
ExoIII treatment (Acc65/-digested pRS304); open arrowhead: intemal negative 
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control (Kpnl-digested pRS314), revealed by the T7-probe. Kpnl-digested TRFs are 
seen with the GT-probe only in lanes where genomic DNA was blunted with Exol 
prior to Exolll reaction. Lower panel: same gel as above after denaturation and 
rehybridization to a 2 µm probe to show equal loading ofDNA (indicated by 
asterisk). Controls and molecular size standards are as in fig. 1. 
B) Percentage of telomeres ending with a G-tail was estimated by quantifying the 
amount of G-tail signals found on YLpFATlO on native gels washed at 4°C (see fig. 
2A). The values obtained were compared with signals detected for pGTl 9 and pGT22 
fragments and were adjusted for the molecular ratio of hybridization targets on 
pGT19/pGT22 vs the YLpFATlO plasmid (see Suppl. Materials). DNAs derived from 
three independent cultures of wt cells were used for quantification and the standard 
deviation is indicated. 
Figure 5. S-phase dependent G-tail formation in mrel 1 L1-cells. 
A cell synchronization experiment using MREJ 1 and mrel 1 L1 cells (AR120 and 
ML Y40 strains) was performed as described in supplementary fig. 1. DNA isolated 
from each cell aliquot was analyzed for telomeric DNA end-structures by non-
denaturing in-gel hybridization (Supplementary fig.2 and data not shown). The 
relative amounts for telomeric ssDNA on YLpFATlO (in arbitrary units) were 
obtained by calculating the ratio of the G-tail signals retrieved on the native gel over 
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MATERIALS AND METHODS 
Yeast strains, plasmids and media. Yeast strains 50181 (MATa ade2 ade3 leu2 trpI 
ura3 cyh2 SCR.J.::URA3) and 50333 (MATa mrell.J.::LEU2 ade2 ade3 leu2 trpI 
ura3 cyh2 SCR.J.::URA3) were from the Seattle yeast collection. Strains ML Y50 
(barI.J. ::kanMX4) and MLY51 (mrell.J.::LEU2 barI.J.::kanMX4) were derived from 
strains 50181 and 50333 respectively, by deleting the BARI gene using a PCR-
deletion technique (Brachmann et al. 1998). MLY30 strain (barI.J.::HIS3) was 
constructed by deleting the BARI gene in BY 4 705a strain (Brachmann et al. 1998). 
The MREI I gene was deleted in AR120 strain (Raghuraman et al. 1994) to yield 
ML Y 40 (mrell .J.: :kanMX.:f.). The 7 .5 kb linear YLpF A Tl 0 plasmid was described 
previously (Wellinger et al. l 993a). The pGT22 plasmid contains 22 nucleotides that 
are perfectly complementary to the CA-probe (Dionne and Wellinger 1996), and the 
shorter derivatives (pGTxx) harbour stepwise shortened tracts of telomeric sequences, 
keeping xx nt of complementary sequences. Y east growth media were as described 
previously (Rose et al. 1990), and cells were transformed by a modification of the 
lithium acetate methods (Gietz et al. 1992). 
Cell growth and DNA isolation. Cell synchronization was performed as described 
(Wellinger et al. 1993a; Wellinger et al. l 993b) using AR120 and ML Y 40 strains 
containing YLpF A Tl O. Aliquots of cells at each time point were processed for DNA 
and F ACS analyses (Gravel et al. 1998). Total yeast genomic and plasmid DNA were 
isolated using a modified glass beads procedure (Wellinger et al. l 993b ). 
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DNA analyses. Non-denaturing in-gel hybridization conditions, exonuclease I (Exol) 
treatments of DNA and the telomeric probes (CA, Y') were as described (Wellinger 
et al. 1993b; Dionne and Wellinger 1996). T7-Primer oligo (5'-
AATACGACTCACTATAG-3') is referred to as the T7-probe, and the Universal 
M13 primer (5'- GTAAAACGACGGCCAGT-3') is referred to as M13-probe. 
For the ExoIII experiment, 1,5 µg total genomic DNA was incubated with 1 OOU of 
enzyme for 75 sec, phenol extracted and precipitated in ethanol. The DNA was then 
digested with Kpnl and analyzed by native in-gel hybridization. As internai control 
for ExoIII digestion, Acc65J-linearized pRS304 and Kpnl-digested pRS314 were 
included. Note that the used enzymes leave a 4 base 5' overhang (Acc65!, positive 
control), or 4 base 3 '-overhang (Kpnl, negative control). Therefore, the ExoIII 
treatment is expected to resect one strand on the pRS304 plasmid only, which can be 
assayed with the T7-probe. As positive control, genomic DNA on which the 
telomeres were blunt-ended with Exol prior to ExoIII treatment was used. Resection 
on the telomeres is assayed using the GT-probe. Finally, after denaturation of all 
DNAs, the gel was hybridized to a probe specific for 2 µm DNA to control for equal 
loading. 
Quantitative analysis for the radioactivity in signais was obtained using a Molecular 
Dynamics Phosphorimager™ SF or a Storm 860 with the MD ImageQuant software. 
Quantification of the signais in fig. 2B was carried out by determining the amount of 
signais obtained for respective bands at the indicated washing temperature with 
respect to the signais detected on the same gel first washed at 4 °C (set as 100%). The 
estimate for the amount of telomeres ending with G-tails (fig. 4B) was determined by 
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using native gels such as those shown in fig. 2 and washed at 4°C. G-tail signais 
detected on YLpF A Tl 0 present in three independent wt strains were compared to the 
signais detected for GTl 9 and GT22 fragments. These signais were adjusted with 
respect to the molecular amount of target, which was obtained by quantifying the 
signais obtained after denaturation and hybridization to the T7-probe. The pGTl 9, 
pGT22 and YLpFATlO plasmids contain one target sequence for this probe. Since the 
CA-probe is perfectly complementary to the targets on pGTl 9 and pGT22, and since 
we know that the size of G 1-phase G-tails are less than 19 nucleotides, our prediction 
of the percentage of telomeres ending with G-tails is not overestimated. 
Brachmann, C.B., A. Davies, G.J. Cost, E. Caputo, J. Li, P. Hieter, and J.D. Boeke. 
1998. Designer deletion strains derived from Saccharomyces cerevisiae 
S288C: a useful set of strains and plasmids for PCR-mediated gene disruption 
and other applications. Yeast 14: 115-32. 
Dionne, 1. and R.J. Wellinger. 1996. Cell cycle-regulated generation of single-
stranded G-rich DNA in the absence oftelomerase. Proc Nat! Acad Sei US A 
93: 13902-7. 
Gietz, D., A. St Jean, R.A. Woods, and R.H. Schiestl. 1992. Improved method for 
high efficiency transformation of intact yeast cells. Nucleic Acids Res 20: 
1425. 
Grave!, S., M. Larrivee, P. Labrecque, and R.J. Wellinger. 1998. Yeast Ku as a 
regulator of chromosomal DNA end structure. Science 280: 741-4. 
98 
Raghuraman, M.K., B.J. Brewer, and W.L. Fangman. 1994. Activation of a yeast 
replication origin near a double-stranded DNA break. Genes Dev 8: 554-62. 
Rose, M.D., F. Winston, and P. Hieter. 1990. Methods in Yeast Genetics:A 
Laboratory Course Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y. 
Wellinger, R.J., A.J. Wolf, and V.A. Zakian. 1993a. Origin activation and formation 
of single-strand TG 1-3 tails occur sequentially in late S phase on a yeast linear 
plasmid. Mol Cel! Biol 13: 4057-65. 
-. 1993b. Saccharomyces telomeres acquire single-strand TG 1-3 tails late in S phase. 
Cell 72: 51-60. 
SUPPLEMENT ARY FIGURE LEGENDS 
Supplementary figure 1. Cell-cycle profile analysis for MREJJ and mrellll. 
synchronized cells. 
Cell synchronization with MREl 1 bar 1 cdc7 and mrel l Il. bar 1 cdc7 cells (AR120 
and MLY40 strains). Synchronization of the cultures was performed as described 
above and cells were released into S-phase by a temperature downshift. Aliquots of 
cells were taken at different time-points during the experiment as indicated. For each 
sample, cells were fixed and DNA was stained with propidium iodide for F ACS 
analysis. In terms of cell cycle synchrony, most of wt and mrel 1 t1. cells reach S-phase 
15 to 35 min after their release from the cdc7 block. 
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Supplementary figure 2. Faint G-tail signais are observed on Y' telomeres for 
G 1-arrested cells. 
DNA was isolated from G 1-arrested cells described in supplementary fig.1 (lanes a-
factor- and cdc7-arrested cells). Left panel: Analysis of DNA end-structures was 
performed by nondenaturing in-gel hybridization using the CA-probe as described in 
fig. 1. Right panel: After denaturing, DNAs were transferred onto a nylon membrane 
by Southern blotting and the resulting blots were hybridized to a Y' -probe. Controls 
and molecular size standards are as in fig. 1. Y' -TRFs are indicated by closed 
arrowheads for MREJ 1 cells and by open arrowheads for mrel 1 L1 cells. 
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Préambule 
Ce troisième manuscrit décrit la présence de séquences télomériques sous forme 
d' ADN extra-chromosomique dans des cellules de levure qui maintiennent leurs 
télomères en absence de la télomérase. Les survivants de type I possèdent des cercles 
d' ADN extra-chromosomiques contenant une ou deux répétitions de l'élément sous-
télomérique Y', alors que les survivants de type II possèdent des cercles d' ADN 
extra-chromosomiques de tailles hétérogènes, partiellement sb et ne contenant que 
des séquences télomériques. Étonnamment, ces deux types de survivants peuvent 
vivre en absence de Cdc 13p, une protéine normalement essentielle pour la protection 
des télomères. Ces nouveaux survivants (appelés Li13-I et Li13-II) possèdent 
également des cercles d' ADN extra-chromosomiques, mais ils ont des télomères 
différents de ceux des survivants de type I et de type II. De plus, le système de 
surveillance des dommages à l' ADN (appelé «checkpoint») semble être aboli dans les 
cellules Li 13. Cependant, la réintroduction d'une copie du gène CDC 13 dans ces 
mutants Lil3-I et Lil3-II permet de renverser les phénotypes, suggérant que les 
cellules se sont adaptées afin de survivre en absence d'une protection télomérique 
conventionnelle. Finalement, nous démontrons que les extrémités des chromosomes 
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chez les survivants de types I et ceux t-,.13 semblent avoir une structure aberrante et 
anormale, suggérant la présence de formes intermédiaires de recombinaison aux 
télomères et/ou la dérégulation du maintien des séquences d' ADN télomériques. Ces 
travaux proposent donc que Cdc13p aurait le rôle de masquer les télomères de la 
reconnaissance par des «checkpoints» et que des cellules peuvent s'adapter en son 
absence via un maintien des chromosomes par recombinaison. J'ai réalisé toutes les 
expériences lors de ce travail et j'ai contribué à la rédaction du manuscrit. 
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Maintaining telomeric DNA at chromosome ends is essential for genome 
stability 1•2• ln virtually ail organisms, the telomerase enzyme provides 
this function, but telomerase-independent mechanisms also exist3.4. 
These latter mechanisms rely on recombination pathways to replenish 
telomeric DNA4•5 and extrachromosomal DNA may be implicated6• We 
report here that in S. cerevisiae cells, extrachromsomal circular DNA 
occurs for both subtypes of telomerase-independent telomere 
maintenance mechanisms. This DNA is comprised of circular molecules 
of full length subtelomeric repeat elements for the type 1 mechanism, 
and very heterogeneously sized and at least partially single-stranded 
circles of telomeric repeat DNA in type Il cells. Surprisingly, both type 1 
and type Il ce lis can adapt to a loss of the normally essential telomere 
capping protein Cdc13p, inducing an alternate and reversible state of 
chromosome ends. Chromosome capping therefore is not strictly 
dependent on the canonical capping proteins, such as Cdc13p, but can 
be achieved in an unconventional fashion. 
A dynamic protein complex ensures that telomeres, the ends of 
eukaryotic chromosomes, are distinguished from DNA double-strand breaks 
(DSB) and protected from degradation and deleterious repair processes, 
including end-joining2·7. ln virtually ail organisms, telomere-specific repeat 
DNA comprises a double-stranded portion and an extension of the strand 
leading to the 3'-end of the chromosome, referred to as G-tails8. This 
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particular DNA arrangement is considered essential for the association of 
telomere capping proteins, such as the mammalian hPot1 and the yeast 
Cdc13p proteins and therefore thought to be crucial for genome stability9. The 
synthesis of telomeric DNA normally is dependent on the enzyme telomerase 
and telomere capping proteins are intimately associated with this mode of 
telomere maintenance9·10. However, telomerase independent maintenance 
mechanisms do exist. Yet, telomeres must be distinguished from 
chromosomal breaks elsewhere in the genome, irrespectively of how 
telomeric DNA is maintained, and telomere stability has profound implications 
for cancer and ageing in humans2·11 . 
ln the yeast S. cerevisiae, telomeric DNA is composed of about 300 bp 
of G1_3T/AC1-3 repeat DNA and ends with a 3'-G-tail of about 15 nt8·12. 
Proximal to these terminal repeats, on about 2/3 of the telomeres, normally 
there is at least one conserved subtelomeric sequence element, called Y' (5.2 
or 6.7 kb, containing about 1 OO bp of telomeric repeats). An absence of 
telomerase in yeast causes a graduai shortening of terminal repeat DNA and 
an increase in the occurrence of cell cycle arrested cells until, after about 60 
generations, the majority of cells cease to divide 13. However, cells that regain 
the ability to divide and to maintain telomeric repeats by telomerase-
independent mechanisms do emerge from such cultures and they are called 
survivors4. Previous analyses on the genetic requirements to generate 
survivors as well as the arrangement of the DNA on terminal restriction 
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fragments (TRFs) in them have led to the definition of two types of survivors (1 
and Il). Rad52p is required for the generation of both types, but type 1 
survivors also require Rad51 p, while type Il survivors require Rad50p4·14·15. 
Thus, in order to investigate chromosome capping in these cells, we first 
generated individual survivor colonies from cultures of yeast cells that lacked 
an essential component of telomerase, the telomerase RNA, and either 
RAD50 (tlc1!l rad50!l, generates type 1) or RAD51 (tlc1ll rad51!l, generates 
type Il). As expected, type 1 survivors displayed a TRF pattern consisting of 
exclusively Y'-telomeres and very short terminal telomeric repeat tracts and in 
type Il survivors, the TRFs were highly dispersed, but appear as discrete 
bands (Fig. 1a, b, denatured gels). ln addition and as previously reported, Y'-
elements are highly amplified in type 1 survivors (Fig. 1a, b). We used native 
in-gel hybridization to probe the end-structures of telomeres in these cells 16. 
G-tail signais on the TRFs derived from type 1 survivors were virtually 
undetectable, as in normal cells (Fig. 1a, b, native gels). The DNA derived 
from type Il survivors yielded a broad smear, essentially covering the entire 
lane. The DNA causing the smear was insensitive to E.coli exonuclease 1 
digestion, which degrades single-stranded molecules with free 3'-ends (Fig. 
1a), but was sensitive to mung bean nuclease, a single-strand DNA 
endonuclease (Fig. 1 b). Probes specific for the C-strand telomeric DNA or 
single-stranded Y'-sequences did not reveal any signal on such native gels 
(data not shown), indicating that the single-stranded DNA corresponded to 
telomeric GT-strand DNA. There is also a light smeary mung bean nuclease-
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sensitive signal in the lanes with DNA from type 1 cells, but it only extends 
upwards from 5 kb and is not coinciding with the TRFs at about 1 kb. We also 
analyzed the DNA structure at chromosome ends in these cells via pulsed-
field gel electrophoresis (CHEF-gels) and non-denaturing hybridization, which 
showed that the signal for single-stranded DNA in type Il survivors did not 
coincide with chromosomes (Fig. 1 c). lnstead, a faint smear of signal can be 
detected throughout the lane but the vast majority of hybridization signal 
remained in the well for these type Il survivors (arrowhead, Fig. 1c). Such an 
absence of TRF-coinciding, or chromosome-coinciding, signais for G-tails 
strongly suggests that in bath types of survivors, the actual G-tails at 
chromosome ends are comparable to normal cells. Hybridization of the DNA 
in CHEF gels after denaturation showed that chromosome ends of bath types 
of survivors did contain telomeric repeats in double-stranded form, as 
expected (Supplemental Information, Fig. S1 a). The characteristics of the 
signais detected by native gel hybridizations suggested the presence in 
survivors of at least partially single-stranded circular DNA comprising 
telomeric repeat DNA. ln order to confirm this hypothesis, DNA derived from 
bath types of survivors was analyzed by two-dimensional (20) agarose gels, 
in which structured DNA molecules can be separated from canonical linear 
DNA 17. Wh ile the migration in such gels of supercoiled molecules is hard to 
predict, relaxed circular forms of DNA will migrate to the approximate position 
according to their molecular weight as linear DNA in the first dimension, but 
be retarded with respect to linear DNA in the second dimension. Therefore 
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and as controls, we mixed into specific DNA preparations from cells three 
plasmids, all in supercoiled and relaxed circular form (Fig. 2, diagram). ln 
DNA derived from type 1 survivors, discrete signais off the arc of linear DNA 
could be detected with probes specific for Y' or telomeric repeats, indicating 
free extrachromosomal Y' circular DNA (Fig. 2, Type 1, black arrowheads). 
Two of the signais appear to comigrate with the marker-arc for relaxed 
circular molecules and migrate to sizes of about 6 and 12 kb. ln addition, 
there are one strong and a weak signal comigrating with the arc for 
supercoiled circular DNA. These data indicate the presence of circular Y'-
molecules containing one or two full repeats. For type Il survivors, the probe 
specific of telomeric repeats revealed molecules migrating as an arc and in a 
position of the gel that is consistent with them being relaxed circular DNA 
molecules (Fig. 2, Type Il, open arrowhead). ln addition, in this case, the 
probe specific for Y'-elements did not reveal this arc, suggesting that the 
molecules contained exclusively telomeric repeats. For the DNA derived from 
type Il cells, there is also a very strong signal overlapping the arc of linear 
double-stranded molecules and a very strong signal not entering the second 
dimension (middle panel, top left corner). Previous reports indicated that 
circular telomeric DNA can be difficult to resolve in these gels and may also 
break during migration, explaining the pattern seen here 18·19 . Taken together, 
these data establish in both types of yeast survivor cells the occurrence of 
specific, at least partially single-stranded, extrachromosomal circular DNA. 
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These molecules could represent products of telomeric recombination and/or 
serve as reservoir for telomeric repeat maintenance. 
Given that in normal cells, the essential yeast capping protein Cdc13p 
is directly associated with telomerase-mediated telomere maintenance20•21 , 
we next investigated whether survivor cells still required it. For this purpose, 
tlc1f.. cdc13f..-cells containing the cdc13-1ts allele on a plasmid (pcdc13-1) 
were first subcultured for about 150 generations to generate bath types of 
survivors. The cells were then challenged with conditions selecting for loss of 
pcdc13-1 and growth at elevated temperatures (Fig. 3a; Supplemental 
Information, Fig. S2). Surprisingly, colonies could be readily identified and 
Southern blotting of genomic DNA derived from them clearly demonstrates a 
complete absence of CDC13 coding sequences (Fig. 3b). After about 80 
generations of outgrowth, telomeres in such cells, which we name "'113-1 and 
f.. 13-11 (for CDC 13-independent survivors type 1 and type 11, respectively) 
displayed a new TRF pattern: on Southern blotting with denatured gels, DNA 
derived from f.. 13-1-cells displayed strong signais for amplified Y'-elements, 
but a complete absence of discrete TRF-bands (Fig. 1a,b). DNA from "'113-11 
cells now also displayed signais for amplified Y'-elements in addition to 
extremely heterogeneous hybridization for telomeric repeat DNA (Fig. 1a, b). 
Consistent with these observations, on the native gels, DNA derived from 
f.. 13-11-cells still yielded the smear of single-stranded circular GT-strand DNA, 
whereas f.. 13-1-cells yielded signais comparable to type 1 survivors before loss 
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of Cdc13p. ln addition, as revealed by 20 gel analysis, DNA from 1113-1-cells 
contained a similar signal for amplified Y'-circles as do type 1 cells (Fig. 2), 
while DNA derived from 1113-11-cells now contained both, amplified Y'-circles 
and heterogeneous telomeric circles (Fig. 2). CHEF-gel analysis revealed that 
both, 1113-1 and 1113-11-cells still contained linear chromosomes (Fig. 3c) and 
hybridization to denatured DNA using a CA-probe showed telomeric repeat 
DNA being associated with the linear chromosomes (Supplemental 
Information, Fig. S1 b). Yet, native CHEF-analysis showed that telomeres in 
1113-11-cells now end in long and readily detectable G-tails, which is not the 
case for 1113-1-cells (Fig. 3c). However, upon further growth of 1113-11-cells for 
up to 280 generations, the signal for single-stranded GT-DNA was 
progressively lost and a slight further amplification of Y'-elements was 
observed (Supplemental Information, Fig. S3). These data suggest that in 
1113-11-cells, an absence of Cdc13p will result in the loss of the extensive 
terminal repeat tracts as well as the extrachromosomal GT-circles and these 
cells may eventually switch to a similar mode of chromosome end-
maintenance as in 1113-1-cells. Regardless, the results demonstrate that in 
yeast survivor cells, the normally essential capping protein Cdc13p can 
become dispensable and that cdc13L1-cells still maintain linear chromosomes. 
ln order to further investigate the mechanisms allowing cdc13L1-cells to 
maintain linear chromosomes with physical ends, we examined the ability of 
1113-1 and 1113-11-cells to respond to DNA-damage and replication stress. 
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Surprisingly, both types of cells displayed much reduced phosphorylation of 
RadS3p, a central hallmark for checkpoint activation22 , when exposed to 
0.01 % MMS (Fig. 4a). Furthermore, these cells were now very sensitive to 
MMS and HU, when grown on plates (Fig. 4b and Supplemental Information, 
Fig. S4a), suggesting that an abrogation of the cells' ability to induce cell 
cycle checkpoints is required for growth in the absence of Cdc13p. However, 
upon reintroduction of Cdc13p, both types of~ 13-cells generated in this study 
could revert to relatively robust growth in the presence of MMS and HU (Fig. 
4b), and their pattern of TRFs also reverted to those normally seen in type 1 
and type Il survivors (Supplemental Information, Fig. S4b). These results 
indicate that yeast survivor cells adapt to a loss of Cdc13p by abrogating 
checkpoint responses, suggesting that chromosome ends in these cells are in 
a structure that normally would induce checkpoints and cell cycle arrest. We 
also investigated the migration characteristics of chromosomal end-fragments 
in comparison to internai fragments from these survivor cells by CHEF gels. 
Internai fragments, such as a -230 kb Notl fragment containing the URA3 
gene on chromosome V obtained from ail strains analyzed migrate as 
discrete bands in the gel (Fig. Sc). However, as revealed by Y'-probing of the 
gel, fragments with one terminus obtained from type 1 survivors and both 
types of~ 13-cells yield a highly heterogeneous pattern with few discrete 
bands (Fig. Sb). Given the presence in these latter three cell-types cells of 
extrachromosomal Y'-circular DNA (Fig. 2), we hypothesize that such circles 
could be associated with telomeres forming structures that would resemble 
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recombination intermediates mediated by the Rad51-family of proteins. 
Curiously, chromosomes as well as terminal fragments from survivor type Il 
cells migrate relatively normal in CHEF gels (Figs. 1c, 5a, b), suggesting that 
the long terminal repeats tracts in these cells are capped as in wt cells. 
These results demonstrate that maintaining telomeric ends of 
eukaryotic chromosomes and distinguishing them from DSB is extremely 
malleable. ln yeast as in mammals, extrachromosomal circular DNA could 
supply the necessary reservoir for telomeric sequences for recombination-
based telomeric repeat maintenance. Yeast type 1 survivors harbour circular 
Y'-elements, which also occur at very low levels in telomerase-positive cells23. 
Type Il contain free, heterogeneously sized and at least partially single-
stranded GT-circles of telomeric repeat DNA, comparable to the situation in 
telomerase-negative human cells 18·19 and in other yeast cells with a capping 
deficiency24 . Surprisingly, maintaining chromosome ends in budding yeast 
cells analyzed here can be achieved in the complete absence of Cdc13p (see 
also accompanying papers by Zubko and Lydall and Petreaca et al.), showing 
that chromosome end-stability and cell viability are not absolutely dependent 
on this class of capping proteins. We note that !!,.13-11-cells acquired 
extrachromosomal Y'-circles and that the TRFs in these cells became 
extremely heterogeneous with readily detectable G-tails (Figs. 1-3). This 
cou Id indicate that in type Il cells, Cdc13p contributes to stabilizing circular 
DNA with single-stranded portions of the GT-rich strand in addition to 
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chromosome ends. ln its absence and with even longer outgrowth than 
performed here, these GT-circular DNAs may be lost completely and 
chromosome capping in cells lacking Cdc13p cou Id therefore obligatorily 
involve Y'-circles as in ~ 13-1-cells. The data also demonstrate that the 
transition from CDC13+ survivors to cdc13~ survivors is accompanied by a 
loss of DNA-damage checkpoint function and increased sensitivity to DNA-
damaging agents. We interpret this result as suggesting that in ~ 13-cells, 
some chromosomes may end at a random position within the amplified Y'-
elements. ln CDC13+-cells, such ends would be recognized as DSB, followed 
cell cycle arrest and repair activities that restore canonical telomeric repeats 
and Cdc13p binding. ln cdc13~-cells, telomeric repeats at the physical ends 
are not bound by Cdc13p and presumably not stabilized. Thus, eventually, 
DNA-damage checkpoints must be abrogated for continued cell divisions in 
such cells; a phenomenon termed adaptation25•26 . Our results are th us 
consistent with a prime role for Cdc13p to distinguish telomeric ends from 
DSB and therefore being required for an anticheckpoint activity27 . 
Mechanisms similar to those suggested here, namely checkpoint abrogation 
and cell divisions in the presence of DSB, may also contribute to the genomic 
instability observed during onset of cell transformation in telomerase lacking 
human cells. Once telomerase reactivated, capping of telomeres can revert to 




Wild-type (Wt) cells (Mata ade1 leu2 lys5 ura3 trp1), type 1 survivor cells 
(Mata rad50.1::hisG' tlc1.1::URA3 ade1 leu2 /ys5 ura3 trp1) and type Il 
survivor cells (Mata rad51.1::LEU2 tlc1.1::URA3 ade1 leu2 /ys5 ura3 trp1) 
were derivative spores of diploid strains CSHY76, CSHY91 and CSHY9215 
(kindly provided by C. Greider). Strain LRY010 (Mata yku70li::kanMX 
ykuBOli::kanMX) is referred to as a yku contrai strain (M. Ricard, M. Larrivée 
and R.J. Wellinger, unpublished). Strains li13-I and li13-ll were derived from 
the diploid strain UCC3535 (Mata/Mata tlc1.1::LEU2/TLC1 ade2-101/ade2-
101 leu2-.11/ leu2-.11 lys2-801/lys2-801 ura3-52/ura3-52 trp1-.163/trp1-.163 
his3.1200/ his3.1200 DIA5-1 /DIA5-1 )28 ( obtained from D. Gottschling) in which 
one allele of the CDC13 gene was disrupted by the natR gene, removing 
coding sequences + 57 to + 2361 with respect to the initiation codon of 
CDC13 (Fig. 3b). The resulting diploid strain ML Y1 OO was transformed with 
plasmid pcdc13-1, and cdc13.1::natR haploid spores containing 
pcdc13-1 were isolated(see Fig. 3a, Supplemental Information, Fig. S2). 
These cells were grown for about 150 generations at 23°C and type 1 and 
type Il survivor cells were identified. Finally, these type 1 and type Il survivors 
were streaked two times on media selecting for cells that had lost the pcdc13-
1 plasmid. Su ch li 13-1 and li 13-11 ce lis were recovered and they were now 
able to grow at all temperatures (Supplemental Information, Fig. 82). 
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Plasmids 
Single-stranded M13mp18(+) DNA (Amersham Biosciences) was used as a 
contrai for exonucleasel and mung bean nuclease treatments (Fig. 1). 
Plasmids pRS306 (4.4 kb), pRS425 (6.8 kb), and pRS317 (8.6 kb) were used 
as markers on 20 gels (Fig. 2). p13~natR was derived from pVL43820 
(provided by V. Lundblad) by replacing a 2.3 kb Xhol-Sacll DNA fragment of 
the CDC13 sequences with a 1.2 kb Sacll-Sa/I DNA fragment containing the 
natR selection marker, conferring resistance to nourseothricin. To disrupt the 
CDC13 gene in strain UCC3535, a 3.2 kb cdc13L!::natR DNA fragment from 
p13~natR was used. Plasmid pcdc13-1 was obtained by a gap-repair 
procedure. Briefly, a Xhol-Sacll DNA fragment was removed from the pVL438 
plasmid and the remaining DNA fragment was introduced into a cdc13-1ts 
strain. Repaired plasmids were recovered, introduced into ML Y1 OO cells and 
haploid segregants were tested for complementation and telomeric 
phenotypes (data not shown). Plasmids used for complementation assays 
(Fig. 4, Supplemental Information, Fig. S4) were pRS314 and pRS316 
(referred to as empty vectors), pAZ1 (referred to as pTLC1) and pVL438 
(referred to as pCDC13). 
DNA analyses 
Total yeast genomic and plasmid DNAs were isolated using a modified glass 
bead procedure or a Hirt procedure designed to isolate low molecular weight 
DNA29. Non-denaturing in-gel hybridizations, DNA probes and contrais used 
were as described previously 12·16 . Exonuclease 1 (New England Biolabs) and 
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mung bean nuclease (Amersham Biosciences) treatments on DNA were 
performed as described29 . Pulsed-field gel analyses (Clamped Homogeneous 
Electric Field agarose gels, CHEF-gels) were performed as previously 
described30 , except that the resulting agarose gel was subjected to non-
denaturing in-gel hybridization rather than the standard Southern analysis. 
Neutral-neutral, two-dimensional agarose gels (20-agarose gels) were carried 
out as described29. The CDC13 ORF probe consisted of a 2.3 kb Xhol-Sacll 
DNA fragment of the CDC13 gene (nucleotides +57 to +2361), and the 
CDC13 promoter probe was a 0.5 kb Stul-EcoRI DNA fragment (nucleotides -
101 to -623). Predicted sizes of restriction fragments using these probes (Fig. 
3b): 8.4 kb detected by ORF and promoter probes on pcdc13-1; 5.1 kb 
detected by ORF and promoter probes on genomic locus of CDC13; 4.1 kb 
detected by promoter probe on genomic cdc13L1 locus. 
MMS and HU sensitivity assays 
For growth sensitivity assays on plates, exponentially growing cultures were 
10 fold serially diluted and stamped on YEPD or SC plates containing 0,01 % 
MMS or 50 mM HU. For acute exposure to MMS, exponentially growing cells 
were mock treated or treated with MMS by adding 0,01 % MMS to the 
corresponding cultures for 90 min. Protein extracts were prepared using a 
modified glass bead method and proteins were separated by 8% SOS-PAGE. 
Western blotting was performed using a polyclonal anti-Rad53p antibody 
(kindly provided by D. Durocher) and signais revealed using horseradish 
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peroxidase-conjugated anti-rabbit antibodies with the ECL detection kit 
(Amersham Pharmacia Biotech). 
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Figure 1. Telomeric GT-strand signais in yeast survivors. a Genomic DNA of 
indicated yeast strains was mock-treated (-)or treated (+) with the E.coli 
exonuclease 1 (Exol), before Xhol-digestion. Native gel (top panel) was 
hybridized to a telomeric CA-probe to detect GT-strands. The same gel was 
denatured and rehybridized to the CA probe (middle panel) to contrai for DNA 
amount and integrity. Mixed in single-stranded circular plasmid M13mp18 was 
used as nuclease contrai (bottom panel) and successful Exol digestion is 
indicated by loss of signal in the native gel on the DNA derived from yku-
cells. Open arrowheads indicate the 5.2 and 6.7 kb Y'-elements. M: size 
marker. C: Contrais for singled-stranded GT-rich DNA and double-stranded 
telomeric repeats. b Same procedure as in a, except that mung bean 
nuclease was used. c Native CHEF-gel hybridization to whole yeast 
chromosomes derived from survivors. 
Figure 2. Extrachromosomal circular Y'-elements and GT-strand telomeric 
DNA in survivor cells. Two dimensional agarose gels were performed with 
DNAs derived from wild-type (Wt) or indicated types of yeast survivor cells. 
Three plasmids (4.4, 6.8 and 8.6 kb) were added to each genomic DNA 
sample, serving as standards for the migration of supercoiled or relaxed 
circular DNAs (see diagram). Contrai: mix of plasmids without genomic DNA. 
Filled arrowheads: circular Y'-elements. The upper two spots (arrowheads 
painting down), running at about 6 kb and 12 kb, suggest relaxed circular 
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DNA with one or two Y'-elements, respectively. Arrowheads painting up: two 
spots comigrating with the arc of supercoiled molecules. White arrowheads: 
arc of relaxed GT-rich telomeric DNA circles. 
Figure 3. CDC13-independent type 1 and type Il survivor cells. a Scheme 
used to generate yeast strains lacking Cdc13p and which were derived from 
type 1 or type 11 survivors (813-1 and 813-11 ce lis respectively). a DNAs were 
digested with Nhel and the Southern blot was probed with a CDC13 ORF 
DNA fragment (left) or with a DNA fragment derived from the promoter of 
CDC13 (right). DNAs used are: Lane 1: pcdc13-1 alone, 2: haploid CDC13 
cells, 3: heterozygous CDC13/cdc13L1 diploid cells, 4: haploid cdc13L1 cells 
containing pcdc13-1, 5: 813-1 cells, 6: 813-11 cells, M: size marker. c Left: 
Native CHEF-gel with chromosomes derived from 813-1 and 813-11 cells 
treated as in Fig. 1c. Right: the DNA in the gel was denatured and hybridized 
to an ADE2-probe which is present on bath chromosomes V and XV in these 
strains. 
Figure 4. Checkpoint activity in 813-1 and 813-11 cells. a lndicated yeast cells 
were mock treated (-)or exposed to 0.01% MMS (+)for 90 min, whole cell 
extracts prepared and analyzed for phosphorylation of Rad53p on a Western 
blot. Open arrowhead: unphosphorylated Rad53p, closed arrowhead: 
phosphorylated Rad53p. b lndicated plasmids were introduced into 813-1 and 
813-11 cells and 10 fold serial dilution of cells were plated on regular media 
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selecting for the two plasmids (left), the same media containing 0.01 % MMS 
(middle), or containing 50 mM HU (right). Note that "-"for plasmids indicates 
that an empty vector with the same selection marker was used. 
Figure 5. Aberrant migration patterns of terminal chromosome fragments in 
type 1 survivors and 1:113-cells. a Ethidium-bromide stained CHEF-gel. 
Chromosomes of the indicated strains were isolated for CHEF-gel analysis 
and digested with the Notl restriction enzyme in agarose plugs prior to loading 
on the gel. As contrai, chromosomes from wild-type cells (Wt) were run either 
undigested (ND) or digested (D). Ali other samples were digested and two 
independent clones of each cell type are shown. 
M: lambda-DNA oligomers as CHEF-gel markers. b Same gel as in a 
hybridized to a Y'-specific probe. c Same gel hybridized to a probe specific for 
the URA3 locus (about 230 kb fragment of chromosome V). Note that whole 
chromosome V migrates at about 550 kb and the signal for the undigested 
chromosome is therefore above the area shown here (data not shown). 
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Larrivée, M. and Wellinger, R.J. ; Supplementary Information, Figure S 1: 
Denatured CHEF gels with chromosomes derived from survivors. 
a 
Type 1 Type Il 
Wt yku 1 2 1 2 
Denatured gel , 
CA probe 
b 
A 13-1 A 13-11 ----
Wt 1 2 1 2 
Denatured gel, 
CA probe 
Figure S1 . De alured CHEF gels with chromoso es derived from survivors Type 1, 
Type Il, 3-1 and 13-11. 
a Same gel as show1 in Figure 1 c was denatured and hybridized o a CA probe. 
b Same gel as s ow in Figure 3c was denatured and hybridized to a CA probe. 
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Figure S3. Partial loss of GT-rich circular DNAs in absence of Cdc13p in ..:\13-11 survivors. 
a The indicated yeast strains were grown for 80 or 280 generations (g) and genomic DNAs 
were analyzed by non-denaturing gel hybridization. 
b The same gel was then denatured and hybridized to a Y'-probe for DNA loading contrai. 
M: size marker. C: Contrais for singled-stranded GT-rich DNA and double-stranded 
telomeric repeats. 
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Sensitivities of~ 13-cells to MMS and HU in comparison to contrai strains and 
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Figure 54. Sensitivities of ti.13-cells to MMS and HU in comparison to contrai strains and 
reversibility of their TRF-patterns upon reintroduction of Cdc13p andlor TLG 1. a Ten-fold 
serial dilution of indicated yeast strains were plate onto YEPD alone, YEPD containing 
0.01 % MMS or 50 mM hydroxyurea (HU). b The indicated plasmids were introduced 
{labeled +) into il13-I and ti.13-11 cells and cells were grown for about 130 generations. 
ln each case, empty vectors were introduced in yeast cells when no CDC13 - or TLC1-
plasmid was used (labeled as-). Genomic DNA of two independent clones (1 and 2) of 
each strain as in a was analyzed by Southem blotting. Membrane was hybridized to a Y' 
probe. M: size marker. C: Contrais for singled-stranded GT-rich DNA and double-slranded 
telomeric repeats. Arrowheads indicate short TRFs (like Type 1) after introduction of 
Cdc13p alone. and about wt length TRFs after introduction of both Cdc13p and TLC 1. 
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DISCUSSION 
La structure terminale des chromosomes chez S.cerevisiae 
Les télomères retrouvés chez plusieurs organismes eucaryotes semblent posséder une 
signature universelle : ils se terminent par une extension 3' sb G-riche (revue dans 
Chakhparonian et Wellinger, 2003). Chez la levure S.cerevisiae, il a été démontré que 
les télomères acquièrent de longues extensions de plus de 30 bases à la fin de la phase 
S de façon indépendante à la télomérase (Wellinger et al., 1993b; Dionne et 
Wellinger, 1996; Wellinger et al., 1996). Par contre, les techniques utilisées 
auparavant ne permettaient pas de déterminer la structure terminale exacte des 
chromosomes à l'extérieur de la phase S. Nous avons donc examiné cette structure 
terminale en développant deux techniques différentes. Premièrement, l'utilisation 
d'un plasmide linéaire, qui se retrouve en plusieurs copies dans la cellule, nous a 
permis d'observer la présence de signaux télomériques sb beaucoup plus intenses sur 
gel non-dénaturant (Larrivée et al., 2004 : Figures 1 et 2). Nous avons utilisé cet 
avantage que procure le plasmide linéaire afin de réaliser des analyses quantitatives 
en utilisant des conditions variées d'hybridation de même que des fragments 
télomériques contrôles (plasmides pGTxx) (Larrivée et al., 2004 : Figure 2). Nous 
avons ainsi démontré que les télomères de levure se terminent avec une extension 3' 
de moins de 16 bases en G1• Deuxièmement, nous avons obtenu des résultats 
similaires en développant une technique modifiée d'élongation d'amorces pour les 
télomères (Larrivée et al., 2004 : Figure 3). Par ailleurs, nous avons rapporté que ces 
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extensions se retrouvent sur la majorité des télomères de cellules Wt (Larrivée et al., 
2004 : Figure 4 ). La présence d'extensions 3' télomériques de taille de 12 à 14 bases 
chez la levure concorde avec la longueur requise pour lier Cdc 13p aux télomères 
(Hughes et al., 2000b ). Il y aurait donc seulement une protéine Cdc 13p liée 
directement sur l' ADN de chaque télomère de levure afin de protéger et de permettre 
le maintien de ceux-ci. De plus, ces résultats supportent l'hypothèse de l'existence 
d'une activité nucléase essentielle chez la levure afin de générer des extensions 3' sb 
télomériques aux deux extrémités des chromosomes (Wellinger et al., 1996). Cette 
structure terminale observée chez la levure semble donc être un motif conservé entre 
les différentes espèces eucaryotes. De façon similaire à la levure, les organismes 
ciliés tels Tetrahymena, Oxytricha et Euplotes possèdent des extensions de 14 à 21 
bases du brin G-riche et un complexe protéique y est associé pour la protection 
télomérique (Klobutcher et al., 1981; Gottschling et Zakian, 1986; Henderson et 
Blackburn, 1989; Price, 1990; Fang et Cech, 1993; Jacob et al., 2001). D'une façon 
similaire à S. cerevisiae, des changements de la longueur de ces extensions 
télomériques ont été rapportés chez les ciliés après la réplication ou l'amplification de 
l'ADN macronucléaire (Jacob et al., 2001). 
L 'hétérodimère y Ku et les extrémités des chromosomes 
Le complexe Ku est un joueur clé dans le processus de réparation des cassures 
d'ADN db par NHEJ chez une grande diversité d'organismes (revue dans Downs et 
Jackson, 2004 ). Avant nos travaux, seulement quelques évidences chez la levure 
suggéraient que l'hétérodimère yKu70p/yKu80p pouvait être impliqué dans le 
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maintien des télomères : les souches ayant un complexe y Ku inactif ont des télomères 
courts (Boulton et Jackson, 1996; Porter et al., 1996) et la sous-unité yKu70p interagit 
avec Sir4p in vivo (Tsukamoto et al., 1997). Le criblage d'une collection de souches 
mutagénéisées et thermosensibles de levure a été réalisé dans le laboratoire afin de 
trouver des gènes impliqués dans le maintien d'une structure normale des télomères. 
L'hypothèse de départ était que la présence d'une structure terminale anormale aux 
extrémités des chromosomes serait détectée par le système de «checkpoints» des 
dommages à l' ADN et provoquerait un arrêt en phase G2/M. De cette façon, nous 
avons identifié le gène YKU80 comme étant impliqué directement dans la biologie 
des télomères chez la levure (Gravel et al., 1998). En effet, nous avons démontré pour 
la première fois que le complexe yKu est associé aux télomères de levure (Gravel et 
al., 1998 : Figure 3). De plus, l'analyse de la structure terminale nous a révélé que des 
souches mutantes pour l'une ou l'autre des sous-unités possèdent de longues 
extensions 3' télomériques (Gravel et al., 1998: Figure 1). Contrairement aux cellules 
Wt, ces longues extensions du brin G-riche sont présentes durant toutes les phases du 
cycle cellulaire et seraient d'une longueur d'environ 50 bases et plus (Gravel et al., 
1998 : Figure 2 et données non publiées). De plus, l'absence de composantes 
importantes pour l'activité de la télomérase in vivo est synthétiquement létale 
lorsqu'elle est combinée avec l'absence du complexe yKu fonctionnel (Gravel et al., 
1998 : Figure 4). Ces premières démonstrations de l'implication de Ku aux télomères 
n'ont été que le début d'une multitude d'études sur la caractérisation du complexe Ku 
chez différents organismes. 
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Afin de mieux discerner les rôles joués par le complexe yKu aux télomères, nous 
avons tenté de réaliser plusieurs types de criblages différents afin de trouver des 
mutations dans les gènes YKU70 et YKU80 qui permettraient de générer des 
séparations de fonction du complexe. Malgré le manque de succès par les différentes 
approches utilisées, nous avons collaboré avec le groupe de Feldmann et nous avons 
ainsi identifié un mutant de séparation de fonction (Driller et al., 2000). Lorsque les 
25 derniers acides aminés en C-terminal de la protéine yKu70p sont enlevés, le 
complexe y Ku peut toujours lier l' ADN de façon séquence indépendante et il 
conserve son activité de réparation des cassures d' ADN db par NHEJ. Cependant, le 
complexe modifié semble avoir perdu ses fonctions aux télomères (Driller et al., 
2000). En effet, les cellules mutantes possèdent des télomères plus courts que les 
cellules Wt, de même que des extensions 3' télomériques plus longues (Driller et al., 
2000). La partie C-terminale de yKu70p semble donc être importante pour l'action du 
complexe aux télomères, probablement via l'interaction avec un autre facteur 
cellulaire. En effet, il serait intéressant de réaliser un criblage chez la levure afin 
d'identifier des protéines pouvant se lier à cette région de yKu70p. De cette façon, 
nous pourrions cibler des protéines (connues ou non) ayant probablement des 
fonctions aux télomères de levure. Par ailleurs, la délétion des acides aminés en C-
terminal de yKu70p provoque une thermosensibilité pour les souches mutantes, 
suggérant que ce phénotype serait relié à un problème télomérique et non à un 
problème dans le processus de réparation (Driller et al., 2000, données non publiées). 
En accord avec ce lien, il a été démontré que ce serait la perte prononcée des 
séquences télomériques db, et non la présence de longues extensions 3' télomériques, 
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qui causerait l'activation des «checkpoints» des dommages à l'ADN, l'arrêt en G2/M 
et la thermosensibilité des cellules ayant un complexe y Ku inactif (Teo et Jackson, 
2001; Gravel et Wellinger, 2002; Lewis et al., 2002). Par ailleurs, trois autres groupes 
ont identifié des mutations dans le gène YKU80 qui provoquent une séparation de 
fonction du complexe, c'est-à-dire que la réparation par NHEJ fonctionne dans les 
souches mutantes mais que leurs télomères sont altérés (Bertuch et Lundblad, 2003; 
Stellwagen et al., 2003; Roy et al., 2004). 
Plusieurs travaux portant sur le complexe yKu ont été rapportés depuis et ceux-ci ont 
permis de mieux caractériser les rôles de l'hétérodimère yKu70p/yKu80p au niveau 
des télomères. Similairement à S.cerevisiae, il a été démontré que l'absence du 
complexe Ku fonctionnel provoque un raccourcissement des télomères chez la levure 
Schizosaccharomyces pombe (Baumann et Cech, 2000; Manolis et al., 2001; Miyoshi 
et al., 2003), chez l'humain (Jaco et al., 2004; Myung et al., 2004) et chez la souris 
(d'Adda di Fagagna et al., 2001). Cependant, des résultats contradictoires ont été 
rapportés chez la souris (Samper et al., 2000; Espejel et al., 2002), de même que chez 
la plante Arabidopsis thaliana puisque des données indiquent que les télomères sont 
plus longs en l'absence de Ku (Bundock et al., 2002; Riha et al., 2002). En accord 
avec nos résultats, deux autres groupes ont rapporté que le complexe yKu est lié aux 
télomères de levure S.cerevisiae et ce, pendant tout le long du cycle cellulaire (Fisher 
et al., 2004; Schramke et al., 2004). De façon similaire, le complexe Ku se retrouve 
associé aux télomères chez la levure S.pombe (Miyoshi et al., 2003), de même que 
chez l'humain (Hsu et al., 1999; Hsu et al., 2000; d'Adda di Fagagna et al., 2001). 
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Selon les données cristallographiques obtenues du complexe Ku (Walker et al., 2001), 
cet hétérodimère serait probablement associé à la jonction db-sb des télomères. Des 
résultats obtenus chez la levure semblent favoriser cette hypothèse. En effet, des 
télomères ayant des répétitions télomériques modifiées chez S. cerevisiae sont 
toujours associés par le complexe yKu de façon indépendante de Raplp et 
probablement du complexe Sir2-3-4p (Alexander et Zakian, 2003). Le complexe y Ku 
semble également avoir un rôle au niveau de la formation de l 'hétérochromatine 
télomérique, du moins chez la levure S.cerevisiae. En effet, les cellules dépourvues 
du complexe y Ku actif ne possèdent plus la capacité de réprimer la transcription de 
gènes adjacents aux télomères (TPE) (Boulton et Jackson, 1998; Gravel et al., 1998; 
Laroche et al., 1998; Nugent et al., 1998). Ce phénotype doit probablement être dû à 
la perte d'interaction avec le complexe Sir2-3-4p (Tsukamoto et al., 1997; Roy et al., 
2004). Contrairement aux études d'épistasie qui proposent que yKu agirait dans une 
voie différente de celle de la télomérase (Gravel et al., 1998; Nugent et al., 1998; 
Polotnianka et al., 1998), des évidences génétiques et biochimiques proposent que le 
complexe yKu régulerait positivement l'addition de séquences télomériques via son 
interaction avec l' ARN TLCl de la télomérase (Singer et Gottschling, 1994; Singer et 
al., 1998; Peterson et al., 2001; Stellwagen et al., 2003; Fisher et al., 2004). Chez 
l'humain, le complexe Ku interagit avec hTERT, la composante catalytique de la 
télomérase (Chai et al., 2002). Ku pourrait donc être impliqué dans le recrutement de 
la télomérase aux télomères. Par ailleurs, lorsque le complexe y Ku est inactif dans la 
cellule, la présence de longues extensions d' ADN sb aux télomères suggère que 
l'hétérodimère yKu70p/yKu80p protégerait ces derniers contre la dégradation par des 
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nucléases (Gravel et al., 1998; Polotnianka et al., 1998). En effet, ces longues 
extensions télomériques sont créées dans le mutant de façon indépendante à la 
télomérase (Gravel et Wellinger, 2002). De plus, des résultats ont démontré que 
lorsque Exolp (une exonucléase 5' -+ 3' impliquée dans plusieurs processus de 
recombinaison) est absent, les extensions 3' télomériques retrouvées dans des souches 
yku- sont d'une taille similaire aux cellules Wt, ce qui indique une absence de 
dégradation du brin C-riche (Larrivée, M. et R.J. Wellinger, données non publiées; 
Maringele et Lydall, 2002). Ainsi, le complexe yKu serait également important aux 
télomères de levure afin de les protéger contre la dégradation par Exo 1 p. Le rôle de 
protection du complexe Ku contre la dégradation du brin C-riche télomérique par des 
nucléases a également été suggéré chez d'autres organismes grâce à des évidences 
obtenues chez la levure S.pombe (Kibe et al., 2003), chez la plante Arabidopsis (Riha 
et Shippen, 2003) de même que chez l'humain (Myung et al., 2004). Chez tous ces 
organismes, de longues extensions 3' télomériques sont présentes lorsque les 
fonctions du complexe Ku sont affectées. De plus, lors de cassures d' ADN db dans le 
génome, yKu protège les extrémités contre la dégradation du brin se terminant en 5' 
(Lee et al., 1998). En plus de ce rôle de protection contre les nucléases, plusieurs 
évidences suggèrent aussi que yKu protégerait les télomères contre des événements 
de recombinaison inappropriés (Polotnianka et al., 1998; Fellerhoff et al., 2000; 
DuBois et al., 2002). Chez les mammifères, l'absence du complexe Ku fonctionnel 
aux télomères provoque une instabilité génétique dans les cellules, résultant entre 
autres de fusions télomère-télomère (Bailey et al., 1999; Hsu et al., 2000; Samper et 
al., 2000; d'Adda di Fagagna et al., 2001; Gilley et al., 2001; Jaco et al., 2004; Myung 
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et al., 2004). Tous ces résultats démontrent donc que le complexe Ku possède des 
rôles bien distincts aux extrémités des chromosomes et lors des cassures d' ADN db. 
Lorsque présent aux télomères, ce complexe doit protéger les télomères de façon à les 
masquer des protéines impliquées dans la reconnaissance des dommages à I' ADN 
ainsi que celles impliquées dans les processus de NHEJ. 
Le complexe MRX aux télomères 
En plus d'être impliqué dans des processus de recombinaison, le complexe MRX 
chez la levure semble avoir un rôle à jouer au niveau des télomères et il est reconnu 
pour avoir des activités nucléases diverses (revue dans D'Amours et Jackson, 2002). 
Puisqu'il semblait être un candidat potentiel, nous avons vérifié l'implication possible 
du complexe MRX au niveau de la création des extensions 3' télomériques. Nous 
avons ainsi démontré que des mutants mrel l!!. et rad50!!. possèdent des extensions sb 
du brin G-riche plus courtes que celles présentes aux télomères de cellules Wt 
(Larrivée et al., 2004 : Figures 1 et 3, données non publiées). La longueur des 
extensions sb télomériques serait majoritairement de moins de 8 bases chez ces 
mutants. Ainsi, le complexe MRX serait impliqué dans la création des extensions G-
riches et/ou dans la régulation de ce processus. Diede et Gottschling ont également 
obtenu des résultats suggérant l'implication du complexe MRX dans la formation 
d'extensions 3' télomériques (Diede et Gottschling, 2001 ). Par contre, leurs travaux 
n'ont pas été réalisés sur les extrémités des chromosomes natifs, mais plutôt sur un 
télomère formé de nova après une coupure d 'ADN db avec I' endonucléase H 0 à 
l'intérieur d'un chromosome. Cette situation est particulièrement différente du 
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contexte naturel puisque les télomères sont initialement reconnus comme étant des 
cassures d' ADN db (Michelson et al., 2005). Nos résultats démontrent aussi que le 
complexe MRX n'est pas essentiel pour la création des extensions 3' télomériques. 
En effet, les télomères analysés dans les mutants du complexe ne se terminent pas en 
bout franc, mais ils possèdent de plus courtes extensions du brin G-riche que celles 
des cellules Wt (Larrivée et al., 2004 : Figures 1, 3 et 4). Ainsi, une activité nucléase 
supplémentaire, mais probablement moins efficace, existerait chez la levure afin de 
palier au manque du complexe MRX. Nos résultats suggérant la présence d'une 
activité nucléase redondante au complexe MRX sont consistants avec le fait que les 
processus de réparation du locus MAT et de la formation de novo d'un télomère ne 
sont pas complètement abolis pour des souches mutantes (1 vanov et al., 1994; Diede 
et Gottschling, 2001). De plus, on peut supposer que la création des extensions du 
brin G-riche est essentielle pour la survie cellulaire; l'absence d'extensions 3' 
télomériques empêcherait la liaison des protéines impliquées dans la protection des 
télomères (le complexe Cdc 13p) et ne permettrait pas le maintien normal des 
télomères par la télomérase. Ainsi, la présence d'une nucléase redondante au 
complexe MRX serait importante afin d'éviter la létalité des souches mutantes. La 
protéine Exo 1 p a déjà été caractérisée comme étant une nucléase redondante à 
Mrel lp à différentes phases du cycle cellulaire (Chamankhah et al., 2000; Tsubouchi 
et Ogawa, 2000; Moreau et al., 2001; Lewis et al., 2002; Llorente et Symington, 
2004; Nakada et al., 2004). Au niveau des télomères, des résultats obtenus par le 
groupe de Lydall suggèrent que Exolp serait une nucléase impliquée dans la création 
des longues extensions 3' télomériques dans les mutants cdcl 3-1 et yku 70/J.. 
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(Maringele et Lydall, 2002; Zubko et al., 2004). Par contre, la double délétion des 
gènes EXOl et MREl 1 est viable chez la levure (Tsubouchi et Ogawa, 2000), un 
résultat qui est contraire à ce qu'on pourrait s'attendre s'il n'y avait plus d'activité 
nucléase aux télomères de levure. En plus de EXOl, d'autres gènes encodant des 
protéines qui possèdent un motif exonucléase 5' -+ 3' ont été étudiés dans le 
laboratoire (DIN7, YENl, RADl 7, RAD24), mais aucune délétion d'un de ces gènes 
ne semble avoir un effet sur la taille des télomères et sur la quantité de signaux sb 
télomériques observés (Dionne, 1., S. Gravel, J. Parenteau et R.J. Wellinger, données 
non publiées). Par contre, ces analyses de la structure terminale n'ont pas été réalisées 
avec des techniques sensibles comme celles décrites par nos travaux (Larrivée et al., 
2004 ), de même que des études de létalité synthétique avec les composantes du 
complexe MRX n'ont pas été effectuées. Chez la levure Schizosaccharomyces pombe, 
le complexe Mre 11 serait également impliqué dans la création d'extensions 3' 
télomériques, mais il y aurait tout de même la présence d'une autre nucléase capable 
d'agir aux télomères (Tomita et al., 2003). Ainsi, d'autres nucléases agissant sur les 
télomères restent encore à être découvertes. Par ailleurs, nous avons démontré que de 
plus longues extensions 3' télomériques peuvent être créées à la fin de la phase S 
dans les souches mre 11 /J,., comme dans la situation des cellules Wt (Larrivée et al., 
2004 : Figure 5; Wellinger et al., 1993b). Ces longues extensions 3' détectées 
pourraient être le résultat de la nucléase redondante au complexe MRX et/ou de 
l'activité de la télomérase. Les données suggèrent également que les extensions G-
riches présentes dans les cellules mre 11 tJ,. sont toujours plus courtes que celles des 
cellules Wt, peu importe les phases du cycle cellulaire (Larrivée et al., 2004 : Figure 
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4). Cependant, à cause des inconvénients de la technique utilisée, nous ne pouvons 
pas conclure que cette situation est réelle lors de la phase S. En effet, le relâchement 
des deux types de cellules (Wt et mrel 11).) après l'arrêt en G1, suivi de leur entrée en 
phase S, ne permet pas de garantir l'obtention d'un nombre identique de cellules à un 
temps donné dans le cycle. Par exemple, 25 minutes après le relâchement des cellules 
en phase S, il pourrait y avoir 90% des télomères qui sont en processus de réplication 
pour les cellules Wt comparativement à seulement 30% pour ceux des cellules 
mre 11 !). (Larrivée et al., 2004 : Figure 5). Ce n'est peut être qu'au temps 30 minutes 
qu'il y aura 90% des télomères qui seront en processus de maturation chez le mutant. 
Dans ce cas, il aurait été possible d'observer une plus grande quantité d' ADN sb 
télomérique au temps 30 minutes pour les mutants mrel 1 !). par rapport aux cellules 
Wt. Ainsi, avec les résultats obtenus de cette expérience, tout ce que nous pouvons 
conclure est que les souches de levure dont le complexe MRX est inactif possèdent de 
plus courtes extensions en phase G1 que dans le cas des cellules Wt et que de plus 
longues extensions peuvent également être créés chez les mutants à la fin de la phase 
S (Larrivée et al., 2004 : Figures 1, 3 et 5). Nos résultats suggèrent également que la 
liaison in vivo de Cdc13p aux télomères requiert moins de 11 bases, la longueur 
préalablement déterminée in vitro (Hughes et al., 2000b), ou qu'il existe un mode de 
liaison alternatif de Cdc l 3p sur de courtes extensions télomériques. Curieusement, le 
groupe de Zakian a démontré que la liaison de Cdc13p n'est pas affectée dans les 
souches de levure dont un des gènes du complexe MRX est inactif (Tsukamoto et al., 
2001). Finalement, la présence d'extensions sb télomériques de plus de 8 bases aux 
télomères de mutants dans le complexe MRX pourrait correspondre aux télomères 
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répliqués par la synthèse du brin retardé. En effet, les amorces d' ARN ont une taille 
de 8 à 12 bases chez la levure et selon le positionnement de cet amorce à l'extrémité 
du chromosome lors de la réplication, la dégradation de l' ARN va générer une 
extension télomérique du brin G-riche de plus de 8 bases (voir Introduction, Figure 
4A). Puisqu'il y a une grande quantité d'extensions 3' télomériques de moins de 8 
bases chez les mutants mrel J!J.., on peut supposer que le complexe MRX agirait sur le 
télomère répliqué par la synthèse du brin avancé, dégradant alors le brin C-riche du 
bout franc créé à ce télomère. Nos résultats vont également dans la même direction 
que ceux obtenus chez les mammifères. En effet, le complexe MRN chez l'humain 
semble être actif aux télomères en phase S et serait probablement impliqué dans la 
formation du t-loop et/ou la réplication des télomères en générant des extensions du 
brin G-riche (Zhu et al., 2000). 
Plusieurs activités nucléases ont été proposées pour le complexe MRX chez la levure 
(revue dans D'Amours et Jackson, 2002). Un domaine nucléase a été identifié dans la 
protéine Mre 11 p, mais des mutations dans ce motif ne semblent pas affecter l'état des 
télomères comparativement à l'absence complète de la protéine dans les cellules 
(Moreau et al., 1999; Tsukamoto et al., 2001 ). De plus, le complexe MRX est 
normalement impliqué dans le mécanisme de TRD chez la levure (Bucholc et al., 
2001), supportant l'idée que MRX pourrait permettre de créer les extensions 3' G-
riches nécessaires au mécanisme de TRD. Par contre, il a été démontré récemment 
que des mutations dans le domaine nucléase de Mrel lp n'a aucun effet sur le 
mécanisme de TRD qui permet la délétion des répétitions télomériques (Williams et 
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al., 2005). Présentement, nous ne savons pas si le domaine nucléase de Mre 11 p est 
important pour la génération des extensions 3' télomériques et si c'est le cas, quelle 
serait cette activité (exonucléase et/ou endonucléase). L'utilisation de différents 
allèles des gènes MREJ 1, RAD50 et XRS2 pourrait nous être utile afin de préciser 
quelle(s) activité(s) nucléase(s) ou autres types d'activités du complexe sont 
impliquées dans la génération des extensions 3' télomériques. Récemment, le groupe 
de Matsuura a rapporté qu'une mutation bien précise dans le domaine nucléase de 
Mre 11 p provoquerait une diminution importante des signaux sb télomériques à la fin 
de la phase S (Takata et al., 2005). Par contre, dus aux inconvénients de la 
synchronisation des cellules en phase S tels que décrits précédemment, les résultats 
obtenus par ce groupe sont probables mais ne peuvent être concluants. Par ailleurs, 
bien que Mre 11 p semble être également important pour la maturation des télomères 
chez S.pombe, le motif phosphoestérase de la protéine ne joue pas de rôle dans ce 
processus (Tomita et al., 2003). 
À part son activité nucléase, il serait possible que le complexe MRX joue un rôle de 
«checkpoint» aux télomères chez S.cerevisiae. En effet, des résultats démontrent que 
le complexe MRX est impliqué dans un «checkpoint» à l'intérieur de la phase S 
(intra-S) (D'Amours et Jackson, 2001). De plus, des études d'épistasie sur le gène 
TELJ, encodant une protéine kinase homologue à A TM chez l'humain, démontrent 
qu'il serait dans la même voie génétique que le complexe MRX et la télomérase 
(Nugent et al., 1998; Ritchie et al., 1999; Ritchie et Petes, 2000). Tellp et Meclp 
(une protéine kinase homologue à ATR chez l'humain) sont responsables de la 
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transduction des signaux chez la levure lorsque des perturbations dans I' ADN sont 
perçues. Elles phosphorylent ainsi les protéines effectrices Rad53p et Chkl p, des 
protéines kinases hautement conservées qui sont les points centraux de la réponse 
«checkpoint» (revue dans Viscardi et al., 2005). Il a été démontré que les protéines 
Mrel lp et Xrs2p sont phosphorylées d'une façon dépendante de Tellp en réponse à 
des dommages dans I' ADN (D'Amours et Jackson, 2001; U sui et al., 2001; Nakada et 
al., 2003b). Des expériences d'immunoprécipitation suggèrent que la protéine Meclp, 
tout comme le complexe MRX, se retrouve aux télomères de levure à la fin de la 
phase S, alors que Tel 1 p serait présent aux télomères lors des autres phases du cycle 
cellulaire (Takata et al., 2004; Takata et al., 2005). Ainsi, le complexe MRX pourrait 
agir aux télomères de levure avec Mec 1 p et/ou Tel 1 p en tant que «checkpoint» afin 
de s'assurer que tous les télomères se terminent par une extension 3 '. Après la 
réplication des télomères à la fin de la phase S, ce «checkpoint» détecterait les bouts 
francs générés aux télomères répliqués par la synthèse du brin avancé et activerait une 
ou des protéines nucléases afin de reconstituer des télomères fonctionnels. Ainsi, la 
perte simultanée des fonctions de Meclp et de Tellp ou du complexe MRX chez la 
levure provoque des fusions télomère-télomère (Chan et Blackburn, 2003; 
Mieczkowski et al., 2003), possiblement à cause de l'incapacité de reconstituer des 
télomères fonctionnels avec des extensions 3' G-riches après leur réplication. 
Une autre possibilité envisagée afin d'expliquer l'action du complexe MRX aux 
télomères est qu'il agirait avec l'ADN hélicase Sgslp. Le gène SGSJ encode une 
ADN hélicase 3' -+ 5' qui fait partie de la grande famille des hélicases conservées 
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RecQ, comprenant entre autres les protéines humaines des syndromes de Werner 
(WRN) et Bloom (BLM) (revue dans Hickson, 2003). Tout comme le complexe 
MRX, Sgs 1 p est impliqué dans un «checkpoint» intra-S de même que dans la 
formation des survivants de type II (Frei et Gasser, 2000; Cohen et Sinclair, 2001; 
Huang et al., 2001; Johnson et al., 2001 ). À l'aide de techniques de gels non-
dénaturants, nous avons démontré que des souches mutantes pour le gène SGSJ 
possèdent également des extensions 3' télomériques plus courtes que celles des 
cellules Wt (Larrivée, M. et R.J. Wellinger, données non publiées). De même, 
l'utilisation de la technique d'élongation d'amorces sur les télomères nous a permis 
de constater que les souches sgs 1 f.. possèdent majoritairement des extensions G-riches 
de moins de 8 bases, une situation similaire aux souches mre 11 f.. (LeBel, C., M. 
Larrivée et R.J. Wellinger, données non publiées). De plus, les interactions télomère-
télomère dépendantes de la présence d'extensions G-riches sur un plasmide linéaire 
sont diminuées chez les souches sgsl f.. par rapport aux cellules Wt (Larrivée, M. et 
R.J. Wellinger, données non publiées), suggérant une fois de plus que les extensions 
3' télomériques sont plus courtes lorsque Sgsl p est absent. Nous avons également 
obtenu des résultats démontrant que la télomérase n'est pas impliquée dans la création 
des extensions G-riches résiduelles présentes chez des souches sgslf.. (Larrivée, M. et 
R.J. Wellinger, données non publiées). Ces données appuient une fois de plus 
l'hypothèse de la présence d'activités nucléases redondantes dans la cellule 
permettant la formation essentielle des extensions sb télomériques. Comme 
proposition de modèle, Sgs 1 p pourrait libérer une partie du brin C-riche télomérique 
par son activité hélicase et le complexe MRX, via son activité endonucléase, pourrait 
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cliver ce brin. Une régulation précise du processus permettrait donc de générer des 
extensions 3' télomériques de 12 à 14 bases chez la levure. En accord avec la 
possibilité que l'activité hélicase de Sgs 1 p est importante pour le processus, nous 
observons une réversion du phénotype lorsqu'une protéine tronquée Sgslp contenant 
le domaine hélicase est surexprimée (Larrivée, M. et R.J. Wellinger, données non 
publiées). En effet, le niveau de signaux sb télomériques est augmenté lorsqu'une 
partie de la protéine Sgs 1 p est surexprimée, suggérant une action du domaine hélicase 
de la protéine sur les télomères (Larrivée, M. et R.J. Wellinger, données non 
publiées). Par contre, il faudrait exprimer des protéines Sgs 1 p contenant des 
mutations dans le domaine hélicase afin de pouvoir conclure sur ce point. Deux 
études récentes supportent également la possibilité que Sgs 1 p agisse en concert avec 
le complexe MRX. Tout d'abord, des résultats ont démontré que Sgslp se retrouverait 
sous forme de gros complexe avec entre autres les protéines Srs2p, Mrel lp, Rad50p 
et Xrs2p (Chiolo et al., 2005). Chez l'humain, il a été démontré que WRN interagi 
avec le complexe Mre 11 via la protéine Nbs 1 (l'homologue à Xrs2p) (Cheng et al., 
2004). Cependant, des résultats obtenus lors de criblages génétiques à grande échelle 
indique une létalité et/ou une difficulté de croissance pour des souches doubles 
mutantes sgsl/1mrel111, sgsl/1 rad50!1 ou sgsl/1 xrs211 (Tong et al., 2001; Ooi et al., 
2003). De notre côté, nous avons réussi à obtenir des souches sgsl/1 mrel 111 
(Larrivée, M. et R.J. Wellinger, données non publiées), ce qui laisse croire qu'il y a 
des différences selon la méthode de construction des souches et/ou un problème 
relatif au niveau des souches parentales («background») de levure utilisées. La 
possibilité que Sgs 1 p et le complexe MRX possèdent de multiples rôles dans la 
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cellule pourrait également expliquer les phénotypes de faible croissance et/ou létalité 
synthétique, sans toutefois écarter la possibilité que ces gènes sont épistatiques en ce 
qui a trait à la génération des extensions sb télomériques. 
La complicité des complexes aux télomères 
Les complexes yKu et MRX sont impliqués dans la réparation par NHEJ et dans la 
biologie des télomères. Lors du processus de NHEJ, l'hétérodimère yKu se lie aux 
cassures d' ADN db afin de moduler la dégradation des extrémités par des nucléases, 
alors que le complexe MRX semble avoir un rôle de pontage des deux extrémités 
d' ADN brisées (revue dans Hefferin et Tomkinson, 2005). À la fin de la phase S, il 
est possible que les télomères soient reconnus comme étant un dommage dans l' ADN 
par les «checkpoints» (Verdun et al., 2005). Ainsi, yKu70/yKu80 pourrait se lier aux 
télomères et réguler les processus de dégradation par des nucléases, du moins sur les 
télomères se terminant par un bout franc. Le complexe MRX serait également 
impliqué à ce niveau pour la détection des extrémités télomériques non adéquates 
et/ou pour l'activité nucléase. De plus, le recrutement de Tellp aux télomères via le 
complexe MRX pourrait inhiber les événements de fusion télomère-télomère par le 
mécanisme de NHEJ dépendant de yKu (Chan et Blackburn, 2003; Nakada et al., 
2003a). La protéine Sgs 1 p, qui ne semble pas avoir de rôle dans le mécanisme de 
NHEJ (Boulton et Jackson, 1998), pourrait être un des facteurs qui permettrait de 
différencier les rôles des complexes yKu et MRX aux télomères et ceux impliqués 
dans le NHEJ. Chez l'humain, les protéines WRN et BLM interagissent avec TRF2 et 
se localisent aux télomères (Johnson et al., 2001; Opresko et al., 2002; Crabbe et al., 
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2004; Machwe et al., 2004; Opresko et al., 2004). De plus, WRN interagit avec le 
complexe MRN via NBSl (Cheng et al., 2004) alors que les protéines BLM et MRN 
se retrouvent sous forme de gros complexe de réparation dans la cellule (Wang et al., 
2000). Par ailleurs, plusieurs résultats démontrent que le complexe Ku interagit avec 
WRN (Cooper et al., 2000; Li et Cornai, 2000; Orren et al., 2001; Karmakar et al., 
2002; Li et al., 2004), de même qu'avec le complexe Mrel 1 (Goedecke et al., 1999). 
Les complexes Ku et MRX pourraient donc recruter Sgslp (WRN et BLM) aux 
télomères à la fin de la phase S afin de compléter la maturation des extrémités des 
chromosomes, c'est-à-dire de générer des extensions 3' G-riches sur tous les 
télomères. Un autre mécanisme qui pourrait être envisagé est que ces protéines 
possèdent un rôle au niveau de la réplication adéquate des télomères. En effet, de 
façon similaire à Sgslp, les protéines WRN et BLM ont l'habileté de défaire des 
structures d' ADN formées par des appariements de type G-G (appelées quadruplexes 
de G) (Sun et al., 1998; Sun et al., 1999; Mohaghegh et al., 2001; Huber et al., 2002). 
La présence d'un brin riche en G aux télomères pourrait créer de telles structures 
(Schaffitzel et al., 2001; Chang et al., 2004; Granotier et al., 2005). De récents 
résultats ont démontré que l'inhibition de la protéine WRN affecte la synthèse du brin 
retardé aux télomères (Crabbe et al., 2004). C'est en effet cette synthèse qui copie le 
brin G-riche et qui pourrait alors être inhibée par la présence de structures de 
quadruplexes de G. De plus, hPotl interagit avec les protéines WRN et BLM 
(Opresko et al., 2005) et il peut déstabiliser des quadruplexes de G aux télomères, ce 
qui permettrait à la télomérase d'agir efficacement aux extrémités des chromosomes 
(Zaug et al., 2005). De même, le complexe MRX pourrait permettre la réplication 
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adéquate des télomères en se liant sur ces quadruplexes de G et en participant à la 
destruction de ces structures inappropriées (Ghosal et Muniyappa, 2005). Finalement, 
le complexe yKu pourrait aussi avoir des fonctions dans la réplication des télomères. 
En effet, la synthèse du brin C-riche pourrait se faire de façon inadéquate en absence 
de l' hétérodimère y Ku aux télomères, résultant ainsi à la présence d'extensions 3' 
télomériques permanentes aux extrémités plutôt que transitoires (Gravel et al., 1998). 
Ainsi, ces différents complexes pourraient agir dans la régulation et la coordination 
de la synthèse des brins G- et C-riches afin de maintenir des répétitions télomériques 
fonctionnelles. 
La caractérisation des survivants de type I et de type II 
En absence de la télomérase, une faible proportion des cellules de levure réussissent à 
surpasser la sénescence grâce au maintien des télomères via des mécanismes de 
recombinaison (revue dans Lundblad, 2002). Deux types de survivants ont été 
classifiés selon leurs structures télomériques et leur voie de recombinaison respective 
(Lundblad et Blackburn, 1993; Le et al., 1999; Teng et Zakian, 1999). Les survivants 
de type 1 possèdent de très courts télomères ( ~ 1 OO pb) et une très grande 
amplification des régions sous-télomériques Y', alors que les survivants de type II ont 
seulement de très longs télomères hétérogènes (voir Introduction, Figure 5). 
L'apparition des survivants de type 1 et de type II est dépendante de la présence des 
gènes RAD51 et RAD50 respectivement. Jusqu'à présent, aucune analyse moléculaire 
n'avait été réalisée chez S.cerevisiae afin de tenter d'élucider le ou les mécanismes de 
recombinaison impliqués dans le maintien des télomères pour les deux types de 
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survivants. Nous avons tout d'abord analysé la structure terminale retrouvée pour des 
survivants de type I et II. Dans les deux cas, la structure télomérique est similaire à 
celle retrouvée pour des cellules Wt (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis: Figure 1). 
Malgré le fait qu'il y ait de forts signaux sb G-riche pour les survivants de type II, ces 
signaux restent présents après un traitement à l'exonucléase I, de même qu'il y a 
absence de bandes distinctes pour les chromosomes en condition non-dénaturante sur 
gel CHEF («Clamped Homogeneous E_lectric .Eield», appelé aussi électrophorèse à 
champs pulsés). Ceci nous permet de conclure que les survivants de type II ne 
possèdent pas de longues extensions 3' G-riches (Larrivée et Wellinger, 2005, 
soumis : Figure 1 ). Par contre, nous avons démontré que les survivants de type II 
possèdent des cercles d' ADN extra-chromosomiques selon trois expériences 
indépendantes : 1) les signaux sb G-riches disparaissent seulement après un traitment 
à la nucléase mung bean; 2) une grande quantité des signaux sb G-riche se retrouvent 
dans les puits du gel CHEF; 3) sur gel 2D, il y a la présence d'un arc représentant des 
molécules circulaires de conformation ouverte («relaxed circles») contenant que des 
séquences télomériques (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figures 1 et 2). En 
plus d'être partiellement db, une certaine proportion des cercles d' ADN extra-
chromosomiques seraient seulement sb du brin G-riche. Cependant, il est difficile de 
prédire la migration de telles molécules sur gel 2D, mais on peut noter la présence de 
forts signaux télomériques qui se retrouvent dans le haut du gel, sur l'arc de migration 
des molécules linéaires et sur un autre arc formé sous celui des molécules linéaires 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 2). Pour les survivants de type I, nous 
avons démontré la présence de cercles d' ADN extra-chromosomiques contenant une 
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ou deux répétitions des éléments Y' (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 2). 
Ces cercles semblent être majoritairement sous forme db puisque les signaux pour des 
formes superenroulées («supercoiled») et de conformation ouverte («relaxed circles») 
sont clairement visibles sur gel 2D (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 2). 
Cependant, il pourrait y avoir une certaine quantité des molécules qui se retrouvent 
partiellement sb puisqu'on note sur gel non-dénaturant la présence de faibles signaux 
sb sensibles seulement au traitement à la nucléase mung bean (Larrivée et Wellinger, 
2005, soumis : Figure 1). Nous avons donc rapporté pour la première fois que les 
survivants de type 1 et de type II possèdent des cercles d' ADN extra-
chromosomiques. 
Horowitz et Haber ont démontré que des cercles Y' extra-chromosomiques pouvaient 
être formés dans des cellules Wt à une très faible fréquence et que ces cercles 
pouvaient recombiner avec d'autres télomères (Horowitz et Haber, 1985). Ces cercles 
possèdent une ou deux copies des éléments Y', mais ils sont plutôt instables s'ils ne 
sont pas maintenus dans la cellule par une pression de sélection (URA"') (Horowitz et 
Haber, 1985). Nos résultats démontrent que pour les survivants de type 1, les cercles 
Y' possèdent également une ou deux copies de l'élément sous-télomérique, alors que 
les survivants de type II n'ont que des cercles contenant des séquences télomériques 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 2). Par contre, ces cercles extra-
chromosomiques présents dans les deux cas semblent relativement stables puisqu'ils 
sont maintenus jusqu'à au moins 280 générations après la formation des survivants 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure supplémentaire 3). Cependant, on ne 
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peut pas conclure avec ces résultats que les deux types de cercles formés sont utilisés 
pour la recombinaison afin de maintenir les télomères. L'apparition de ces cercles 
pourrait être seulement le résultat des produits secondaires formés lors des 
événements de recombinaison. Des expériences additionnelles, telles que la 
construction de cercles d' ADN contenant des marqueurs et l'incorporation de ceux-ci 
dans la levure pourraient nous renseigner sur cette question. 
La formation des cercles d' ADN extra-chromosomiques est probablement le résultat 
d'événements de recombinaison dépendants de Rad52p. La présence de quelques 
éléments Y' à proximité des télomères favorise la possibilité d'excision de cercles par 
recombinaison via la grande disponibilité de séquences homologues, une situation 
observée également au niveau des loci encodant les ARN ribosomaux (Sinclair et 
Guarente, 1997). Puisque chaque élément Y' possède un ARS, les cercles Y' peuvent 
être maintenus dans la cellule via leur réplication autonome. Si les cercles Y' extra-
chromosomiques servent de réservoir à la recombinaison, les mécanismes favorisés 
pour le maintien des télomères chez les survivants de type I seraient l'intégration de 
molécules d' ADN circulaires db et/ou l'élongation par la méthode de réplication en 
cercle roulant (voir Introduction, Figure 6, B et C). Dans le premier scénario, les 
cercles Y' db recombineraient directement avec les éléments Y' aux extrémités des 
chromosomes, soit via les séquences télomériques ou encore avec le reste des 
séquences Y' sous-télomériques. Chez la levure S.cerevisiae, la longueur minimale 
des séquences télomériques semble être environ 50 à 1 OO pb afin d'obtenir un 
télomère fonctionnel. Les TRFs des survivants de type I sont d'une longueur 
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d'environ 1 kb, ce qui implique que les télomères possèdent une taille tout près de la 
valeur critique, soit d'environ 100 pb. Étant donné qu'il n'y a pas de télomérase, les 
survivants de type I perdent des répétitions télomériques après chaque division 
cellulaire et les fonctions télomériques seront compromises après seulement quelques 
divisions. Les télomères non-fonctionnels activeront ainsi les «checkpoints» et un 
arrêt temporaire en phase 0 2/M surviendra. Des événements de 
réparation/recombinaison seront alors mis en place afin de permettre l'élongation des 
télomères, mais parfois certaines séquences télomériques pourront être dégradées. 
Cette dégradation pourrait se prolonger dans la région sous-télomérique adjacente, 
jusqu'au niveau des prochaines séquences télomériques comprises dans l'élément Y' 
adjacent. Puisque ces séquences télomériques ont une taille d'environ 1 OO pb, un 
nouveau télomère pourra alors entrer en fonction pour les survivants de type I et les 
cellules repartiront ainsi dans le cycle cellulaire. Pendant ou après ce cycle de 
dégradation, l'incorporation de cercles Y' pourrait permettre l'ajout de nouveaux 
éléments Y'. Ces cycles de dégradation de la région Y' proximale au télomère 
pourraient expliquer la présence d'une traînée des signaux («smearn) s'étendant de 5 
kb jusqu'à environ 1 kb qui sont toujours observés sur les gels dénaturés pour les 
survivants de type I (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 1 et données non 
publiées). Par ailleurs, l'arrêt temporaire dans le cycle cellulaire afin de réparer les 
télomères inactifs pourrait expliquer la croissance ralentie observée des survivants de 
type I. Pour le deuxième scénario qui permettrait d'expliquer le maintien des 
télomères pour les survivants de type I, soit par l'utilisation de la réplication en cercle 
roulant, la présence des cercles monocaténaires comme matrice de réplication 
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permettrait d'expliquer la présence de signaux d' ADN sb sur gel non-dénaturant 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis: Figure 1). En effet, ces signaux correspondent 
à des poids moléculaires de plus de 5 kpb et ils disparaissent seulement après un 
traitement de I' ADN avec la nucléase mung bean (Larrivée et Wellinger, 2005, 
soumis : Figure 1 ). En plus des sondes télomériques, ces signaux sont également 
détectés avec des sondes de séquences Y' (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : 
Figure 1 et données non publiées). Par contre, il n'y aurait qu'une petite portion de 
ces molécules d' ADN sb puisque c'est la forme db qui permet une réplication 
complète de ces molécules. Étant donné que la majorité des cercles Y' sont sous la 
forme db, la réplication en cercle roulant pourrait plutôt être initiée par l'invasion de 
l'extension 3' télomérique (ou des séquences Y') dans la portion db des cercles. Le 
déplacement des brins permettrait donc de faire l'élongation des extrémités 
chromosomiques des survivants de type 1 par la synthèse du brin terminal 3' via la 
méthode en cercle roulant. Les cercles Y' se retrouveraient alors sous une forme sb de 
façon transitoire seulement. 
Pour les survivants de type Il, la formation des cercles monocaténaires G-riches 
seraient probablement le résultat d'événements de recombinaison intra-
chromosomique impliquant une structure similaire au t-loop (Figure 6). Ces 
événements de recombinaison seraient similaires à ceux proposés pour le mécanisme 
de TRD (revue dans Lustig, 2003). Ainsi, des cercles d' ADN sb de différentes 
grosseurs peuvent être produits selon l'étendue du déplacement du brin G et selon 
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Figure 6. Formation des molécules d' ADN circulaires extra-chromosomiques sb G-
riches et/ou partiellement db. Des molécules seulement sb peuvent être générées si le 
clivage du brin G-riche se réalise avant la synthèse du brin retardé. Les molécules 
partiellement db sont le résultat de la synthèse du brin C-riche; la longueur de la 
région d'ADN db est dépendante de l' étendue de la synthèse du brin retardé. Les 
molécules circulaires générées après les étapes de clivage et de ligation peuvent être 
de grosseurs différentes selon l'étendue du déplacement du brin G-riche et l'endroit 
où le clivage à été effectué. À partir des cercles d' ADN extra-chromosomiques, le 
cheminement inverse (flèches en pointillées) pourrait permette l'allongement des 
répétitions télomériques. En effet, la ligation des nouveaux fragments synthétisés du 
brin C-riche et l' absence de clivage du brin G-riche permettrait d'allonger les 
télomères des survivants de type II. Note : Je clivage et la Jigation peuvent avoir lieu 
à différentes positions sur les deux brins. Ainsi, les molécules partiellement db 
produites pourraient être seulement le résultat de la coupure et de la ligation des brins 
télomériques originaux (pas de synthèse du brin retardé). 
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peuvent apparaître dans la cellule par ce même mécanisme, qui implique soit la 
synthèse du brin complémentaire C-riche ou soit de l'endroit de coupure et de ligation 
des brins. La longueur de la région db sur les cercles sera directement proportionnelle 
à l'étendue de la synthèse du brin retardé (Figure 6) ou à la longueur du brin C-riche 
télomérique coupé. D'un autre côté, il est possible que Cdc 13p se lie sur ces cercles 
monocaténaires formés et recrute l' ADN polymérase a sur ce substrat (Qi et Zakian, 
2000). Encore une fois, des cercles partiellement sb seront créés selon l'étendue de la 
synthèse du brin C-riche. Par contre, la présence de cercles monocaténaires du brin 
riche en G pose un certain problème quant au mécanisme envisagé pour l'élongation 
des télomères des survivants de type Il. En effet, l'extension 3' télomérique, qui 
pourrait servir de point de départ (3'-0H libre) à l'ADN polymérase, est de la même 
constitution que les cercles sb G-riches. Aucun appariement n'est alors possible afin 
d'initier le mécanisme de réplication en cercle roulant. Par contre, une des avenues 
possibles est l'utilisation des cercles partiellement db pour réaliser la réplication en 
cercle roulant. Dans ce cas-ci, c'est le brin C-riche contenu sur les cercles 
partiellement db qui serait utilisé comme amorce pour la synthèse. Après quelques 
cycles d'élongation du brin C-riche, la finition de la synthèse du brin complémentaire 
(brin G-riche) permettrait alors de former de longues molécules d' ADN db 
télomériques extra-chromosomiques sous forme linéaire. L'intégration et/ou 
l'utilisation de ces molécules linéaires aux télomères par le mécanisme de BIR 
permettraient donc d'augmenter la taille des télomères. En accord avec cette idée, la 
présence de répétitions télomériques sous forme d' ADN extra-chromosomique 
linéaire a déjà été rapportée pour des cellules humaines sans télomérase (Ogino et al., 
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1998; Tokutake et al., 1998). L'autre possibilité pour expliquer l'allongement des 
télomères des type II à partir des cercles est l'intégration de ceux-ci au niveau du brin 
G-riche télomérique. Cette voie se retrouve donc à être l'inverse de celle permettant 
de former des cercles sb G-riches et/ou partiellement sb (Figure 6). Par contre, 
l'utilisation de ces cercles sb G-riches comme source de recombinaison pour 
maintenir les télomères des survivants de type II n'a pas été démontré et il faudrait 
des expériences supplémentaires pour le prouver. À part la réplication dépendante des 
cercles et l'intégration des cercles sb, l'élongation des télomères par la formation 
d'un t-loop est également possible s'il n'y a pas de coupure du brin G (Figure 6). Ce 
mécanisme nécessite la synthèse du brin C-riche à partir du brin G déplacé, suivi 
d'une coupure du brin C-riche initial et d'une ligation des molécules produites 
(Figure 6). Ce mode de réplication pourrait expliquer l'augmentation drastique de la 
taille des télomères observée chez les survivants de type II de S.cerevisiae (Teng et 
al., 2000). 
Chez la levure Kluyveromyces lactis, des souches dépourvues de l'activité de la 
télomérase entrent en sénescence après 50 à 1 OO divisions et une fraction des cellules 
peuvent survivre après la crise de façon similaire à S. cerevisiae (McEachern et 
Blackburn, 1996). Par contre, il n'y a qu'un seul type de survivants qui est retrouvé 
chez K. lactis; ils possèdent de très longs télomères hétérogènes et leur formation est 
grandement affectée en absence du gène RAD52, comme dans le cas des survivants de 
type II chez S.cerevisiae (McEachern et Blackburn, 1996). Plusieurs travaux réalisés 
par le laboratoire de McEachern ont permis d'approfondir les mécanismes impliqués 
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dans le maintien des télomères en absence de la télomérase chez K. lactis. Des 
résultats ont premièrement démontré que des séquences télomériques contenant un 
marqueur (un site de restriction pour Bell) peuvent se retrouver en plusieurs copies 
sur un même télomère et également sur la majorité des télomères des survivants de 
K. lactis (Natarajan et McEachern, 2002). Des résultats similaires ont également été 
obtenus en utilisant des cercles d' ADN télomériques artificiels introduits dans les 
cellules (Natarajan et McEachern, 2002; Natarajan et al., 2003). Après l'introduction 
de deux molécules d' ADN circulaires différentes, les auteurs ont démontré que la 
présence d'intégration multiple des séquences sur un télomère est le résultat d'une 
seule molécule, suggérant que l'élongation des télomères chez ces survivants est 
produite par des cercles d' ADN extra-chromosomiques via la méthode de réplication 
en cercle roulant (Natarajan et McEachern, 2002). Par ailleurs, des données 
supportent la possibilité d'amplifier des séquences télomériques par l'utilisation des 
cercles monocaténaires de 1 OO nt soit du brin G-riche ou soit du brin C-riche 
(Natarajan et al., 2003). Tout comme pour nos résultats, l'utilisation des cercles sb G-
riches chez K. lactis apporte une nouvelle dimension pour expliquer le mécanisme. 
Les auteurs suggèrent la possibilité qu'il y ait une réplication en cercle roulant de 
façon extra-chromosomique et que les molécules ainsi produites seraient incorporées 
aux extrémités des chromosomes (Natarajan et al., 2003). Récemment, des évidences 
directes de la présence de ces cercles extra-chromosomiques ont été rapportées chez 
K.lactis (Groff-Vindman et al., 2005). En effet, des cercles d'ADN télomérique sb du 
brin G-riche et sous forme db ont été identifiés par gels 2D et par microscopie 
électronique pour des cellules ayant de longs télomères chez K.lactis (Groff-Vindman 
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et al., 2005). Ces cercles abondants sont de taille se situant entre 1 OO à 400 nt ou pb 
selon leur état et leur formation est dépendente de la présence de Rad52p. D'une 
façon similaire à nous, les auteurs proposent que l'apparition de ces cercles résulterait 
d'un mécanisme semblable au TRD impliquant une structure t-loop (Groff-Vindman 
et al., 2005). 
Pour les cellules ALT chez l'humain, il a été démontré que des événements de 
recombinaison permettent des échanges de séquences télomériques entre les 
différents télomères (Dunham et al., 2000). Comme mentionné plus haut, deux 
groupes avaient déjà démontré la présence de fragments d' ADN télomérique extra-
chromosomique dans ces cellules immortelles sans télomérase (Ogino et al., 1998; 
Tokutake et al., 1998). Récemment, des évidences très claires sur l'existence de 
cercles extra-chromosomiques chez l'humain ont été rapportées par deux groupes de 
recherche (Cesare et Griffith, 2004; Wang et al., 2004). Tout d'abord, le groupe de de 
Lange a démontré la présence de cercles d' ADN extra-chromosomiques contenant 
des répétitions télomériques dans diverses lignées de cellules ALT (Wang et al., 
2004). Ces cercles migrent en position des molécules circulaires ouvertes («relaxed 
circles») et une petite fraction se retrouvent comme étant des molécules 
superenroulées, suggérant que ce sont des molécules partiellement sb et 
complètement db respectivement. De plus, ce groupe rapporte la présence de cercles 
extra-chromosomiques lorsqu'un mutant de TRF2, soit TRF2118, est exprimé dans les 
cellules. Curieusement, l'expression de TRF2118 provoque des délétions télomériques 
importantes sur les chromosomes de façon stochastique, suggérant que ces 
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événements sont le résultat de recombinaison homologue par l'intermédiaire d'une 
structure t-loop. De leur côté, Cesare et Griffith ont démontré par microscopie 
électronique et par technique de gel CHEF à deux dimensions que les cellules ALT 
possèdent des cercles extra-chromosomiques (Cesare et Griffith, 2004). Ces cercles 
sont d'une taille de 0,7 à environ 60 kb, ce qui représente une taille similaire à celle 
observée pour les t-loops des cellules ALT. Ainsi, nos résultats obtenus avec 
S. cerevisiae semblent être similaires à la situation observée des cellules ALT 
humaines. Toutes ces évidences de la présence des cercles d' ADN extra-
chromosomiques chez les différents types de cellules suggèrent fortement qu'ils sont 
utiles afin de maintenir et d'allonger les télomères. De plus, l'utilisation de cercles 
contenant des séquences télomériques humaines permettent l'addition de répétitions 
télomériques, du moins in vitro (Lindstrom et al., 2002; Hartig et Kool, 2004; Hartig 
et al., 2005). Par ailleurs, Nosek et al. ont publié dernièrement des évidences sur la 
réplication en cercle roulant qui se produit à l'aide de cercles extra-chromosomiques 
aux télomères des mitochondries de la levure Candida parapsilosis (Nosek et al., 
2005). Finalement, la présence de cercles d' ADN extra-chromosomiques a été 
rapportée chez d'autres types cellulaires; les insectes (Rosen et al., 2002), les plantes 
(Bucholc et Buchowicz, 1995), les amphibiens (Cohen et Mechali, 2002), les levures 
(Tomaska et al., 2000) et d'autres cellules de mammifères (Cohen et al., 1997; Regev 
et al., 1998; Yeager et al., 1999; Hande et al., 2001). 
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La survie en absence de Cdcl 3p 
Puisque les télomères des survivants de type 1 et de type II ne sont pas maintenus par 
la télomérase, nous avons soulevé l'hypothèse que Cdc 13p pourrait avoir un tout 
autre rôle à jouer dans le maintien des télomères par recombinaison. Afin de vérifier 
son rôle de protection, nous avons incorporé l'allèle cd cl 3-1 dans des souches où le 
gène CDCJ 3 a été délété. Après quelques expériences de caractérisation, nous avons 
démontré qu'une certaine proportion des survivants de types 1 et de type II peuvent 
survivre en absence de Cdcl3p (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 3 et 
Figure supplémentaire 2). Ces survivants indépendants de CDCJ 3 (appelés Li13-I et 
Lil3-II) possèdent certaines caractéristiques similaires aux survivants de type 1 et Il, 
mais d'autres phénotypes sont également observés. Puisqu'il n'y a plus de complexe 
conventionnel jouant le rôle de protection des télomères, il aurait été possible que les 
survivants Lil3-I et/ou ii13-II possèdent des chromosomes circulaires comme dans la 
situation observée chez S.pombe (Nakamura et al., 1998). Or, les chromosomes des 
cellules iil3-I et iil3-II sont maintenus sous leur forme linéaire, suggérant que des 
mécanismes de recombinaison doivent être impliqués pour la survie de ces cellules 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 3 et Figure supplémentaire 1 ). Les 
cellules Li13-I possèdent des cercles Y' extra-chromosomiques, mais elles ne 
démontrent plus un patron de TRFs classique; on ne détecte qu'un «smearn (au lieu 
de la présence de bandes distinctes) dans les gels dénaturés hybridés avec une sonde 
Y' ou télomérique (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figures 1-3, Figure 
supplémentaire 4b). Pour les cellules iil3-II, en plus d'avoir des cercles G-riche sb 
extra-chromosomiques, elles possèdent également des cercles Y' extra-
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chromosomiques de même que de longues extensions télomériques 3' sur leurs 
chromosomes (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figures 1-3). Le patron des 
TRFs observé sur gels dénaturés est également altéré pour les cellules Lil 3-II 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 1, Figure supplémentaire 4b). Lorsque 
les cellules Lil3-II sont cultivées pour plusieurs générations (280 générations), la 
quantité de cercles G-riches sb extra-chromosomiques semble être diminuée dans ces 
survivants, suggérant que les cellules Li13-II changent leur mode de recombinaison 
pour maintenir leur chromosome (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 
supplémentaire 3). En effet, ces cellules possèdent également des cercles Y' extra-
chromosomiques et c'est probablement vers ce mode de survie que les cellules Lil3-II 
se dirigent. On peut supposer que l'absence de Cdc13p dans ces cellules pourrait 
rendre les cercles sb G-riches instables puisque Cdc 13p ne protégerait plus ces 
molécules contre la dégradation. Par ailleurs, l'absence de Cdc 13p empêcherait le 
recrutement de l' ADN polymérase a afin d'initier la synthèse du brin C-riche sur ces 
cercles monocaténaires et par le fait même, la formation de molécules linéaires extra-
chromosomiques de séquences télomériques serait grandement compromise. Ainsi, 
les chromosomes ne pourraient être maintenus que par la même voie de 
recombinaison empruntée par les survivants de type 1. De plus, la recombinaison 
utilisant les cercles Y' extra-chromosomiques serait le meilleur moyen de maintenir 
les chromosomes sous une forme linéaire en absence de Cdc13p puisque qu'il y a une 
grande région d'homologie de séquences qui favorise les processus de recombinaison. 
Par ailleurs, la présence d'extensions sb G-riches télomériques au niveau des 
chromosomes des cellules Lil3-II pourrait refléter un état transitoire dans leur 
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conversion vers les survivants ~13-1 (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 
3c). En effet, les longs télomères retrouvés initialement dans les survivants de types 
Il, qui étaient maintenus probablement par la présence de cercles monocaténaires G-
riches, seraient dégradés et des extensions 3' télomériques pourraient alors être 
observées transitoirement. Une absence de cercles sb G-riches et d'extensions 3' 
télomériques dans des cellules ~13-11 ayant fait plus de générations que celles 
analysées ici(> 280 générations) permettrait de valider cette hypothèse. 
Adaptation des cellules en absence de Cdcl 3p 
Le maintien des chromosomes sous une forme linéaire en absence de mécanismes de 
protection conventionnels, qui normalement sont essentiels pour la survie cellulaire, 
est très étonnant chez la levure. Afin de mieux comprendre les mécanismes 
moléculaires impliqués, nous avons vérifié la fonctionnalité des «checkpoints» dans 
ces cellules. Après un court traitement au méthylméthanesulfonate (MMS) qui 
provoque des dommages dans l' ADN, le niveau de phosphorylation de Rad53p reste 
inchangé dans les cellules ~13-1 et ~13-11, contrairement au cellules Wt (Larrivée et 
Wellinger, 2005, soumis : Figure 4a). Cette situation est similaire à celle retrouvée 
lorsque des cellules sont adaptées à une cassure d' ADN db (voir description au bas); 
l'activité kinase et la phosphorylation de Rad53p disparaissent dans ce contexte 
(Pellicioli et al., 2001). Par ailleurs, les cellules ~13-1 et ~13-11 sont très sensibles à la 
présence de MMS et d'hydroxyurée (HU) de façon similaire aux cellules rad50~, 
indiquant encore une fois que les «checkpoints» semblent être altérés dans ces 
survivants (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 4b et Figure supplémentaire 
170 
4a). Ce qui est toutefois spectaculaire, c'est que les phénotypes observés sont 
totalement renversés lorsqu'on introduit une copie du gène CDCI 3 dans les 
survivants ~13-1 et ~13-11. En effet, la réintroduction de CDCJ 3 dans les cellules 
~13-1 et ~13-II rétablit la croissance sur les milieux contenant soit du MMS ou soit 
du HU, alors que la complémentation seule avec le gène TLCI n'a aucun effet 
(Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure 4b). De plus, les patrons des TRFs 
reviennent à ceux des survivants de type 1 et de type II lorsque Cdc 13p est réintroduit 
dans les cellules ~13-1 et ~13-11 respectivement (Larrivée et Wellinger, 2005, 
soumis : Figure supplémentaire 4b ). Lorsque CDC 13 et TLC 1 sont introduits en 
même temps dans les cellules ~13, les télomères des cellules ~13-1 redeviennent à 
une taille similaire à ceux des cellules Wt (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : 
Figure supplémentaire 4b). Cependant, il y a encore la présence de TRFs de taille plus 
grande que 1.3 kb dans les cellules ~13-II lors de la complémentation par TLCI et 
CDCI 3 (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure supplémentaire 4b). Ceci peut 
s'expliquer par le fait que ces cellules n'ont pas atteint un nombre de générations 
assez élevé. En accord avec cette hypothèse, le groupe de Zakian a démontré que les 
télomères reviennent à une taille d'environ 300 pb seulement lorsque les survivants 
de type II ont réalisé plus de 200 générations lors de la complémentation (Teng et 
Zakian, 1999). La réintroduction de TLC 1 seul dans les deux types de survivants ~ 13 
n'a aucun effet sur le changement des patrons de TRFs (Larrivée et Wellinger, 2005, 
soumis : Figure supplémentaire 4b ). Ces résultats sur la réversibilité des phénotypes 
suggèrent fortement que ce n'est pas la présence de mutations dans d'autres gènes qui 
permet la survie des cellules en absence de Cdc 13p. Puisque l'activité des 
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«checkpoints» revient après la réintroduction de Cdc 13p, il semble que les cellules 
~13 survivent grâce à un processus d'adaptation. En effet, des cellules Wt qui ont une 
cassure d' ADN db dans un de leurs chromosomes arrêtent dans le cycle cellulaire afin 
de réparer le dommage. Si le dommage n'est pas réparé après un certain temps, les 
cellules peuvent alors surpasser cet arrêt causé par les «checkpoints» et repartir leur 
division cellulaire (Toczyski et al., 1997; Lee et al., 1998). Ces événements, appelés 
adaptation, semblent être dépendants entre autres de la présence des gènes YKU70, 
CDC5 (une kinase essentielle pour compléter l'anaphase et une cible de la kinase 
Rad53p) et CKB2 (une sous-unité non-essentielle de la caséine kinase II) (Toczyski et 
al., 1997; Lee et al., 1998). Il serait donc intéressant de vérifier si la survie des 
cellules ~13 est possible lorsqu'une des composantes importantes pour l'adaptation 
préalablement décrites se retrouve inactive. Par contre, il est probable que 
l'adaptation réalisée par les cellules ~13 soit quelque peu différente de celle 
préalablement investiguée. En effet, la principale différence est que ce sont les 
extrémités des chromosomes qui sont en jeu et non des séquences internes des 
chromosomes. Les extrémités des chromosomes retrouvés dans les cellules ~13 
possèdent plusieurs répétitions des éléments sous-télomériques Y'. Les cercles Y' 
extra-chromosomiques peuvent recombiner aux extrémités de chaque chromosomes 
afin d'amplifier cette région. Il serait alors probable que l'absence de Cdc13p fasse en 
sorte que les extrémités des chromosomes soient continuellement dégradées par des 
nucléases résultant à la présence de télomères non fonctionnels dans les cellules. 
Ainsi, les cycles de dégradation et d'addition des séquences Y' pourraient permettre 
d'expliquer l'absence de TRFs sur gel pour les cellules ~13 (Larrivée et Wellinger, 
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2005, soumis : Figure 1 et Figure supplémentaire 4b). Les «checkpoints» devraient 
alors être surpassés et probablement se retrouver sous forme inactive afin de 
permettre aux cellules ~13 de se diviser. Ceci expliquerait aussi pourquoi les cellules 
~13 sont sensibles aux dommages à l' ADN et que la protéine Rad53p n'est pas 
phosphorylée lors de la présence de ces dommages (Larrivée et Wellinger, 2005, 
soumis : Figure 4 et Figure supplémentaire 4a). Par contre, il est également possible 
que le processus d'adaptation soit en quelque sorte différent pour les cellules ~13 
comparativement à des cellules Wt. En effet, les cellules ~13 ont la possibilité de 
laisser les processus de dégradation/recombinaison avoir lieu au niveau des 
extrémités des chromosomes, alors que des événements étendus de dégradation à 
plusieurs kpb d'une cassure d' ADN db à l'intérieur d'un chromosome ne peuvent 
permettre la survie de cellules normales adaptées sans réparation. De plus, des 
cellules Wt contenant plus d'une cassure d' ADN ne peuvent s'adapter (Lee et al., 
1998) alors que dans le cas des cellules ~13, la majorité des extrémités des 
chromosomes seraient affectées. Il est donc fort probable que les cellules ~13 n'aient 
pas besoin de YKU70 pour faire l'adaptation, contrairement aux cellules Wt (Lee et 
al., 1998). Cependant, CDC5 et/ou CKB2 pourraient être importants pour la survie 
des cellules ~13. De même, s'il n'y a pas de télomères fonctionnels dans les cellules 
~13, on peut supposer qu'il n'y aura aucun effet sur la survie cellulaire si on réalise 
des mutations dans des gènes impliqués seulement au maintien des télomères (ex : 
STN 1 ). Par ailleurs, on peut supposer que Cdc 13p jouerait un rôle de protéine 
«anticheckpoint» aux télomères de levures, comme il a été proposé par Michelson et 
al. (2005). Ainsi, Cdc 13p agirait dans les cellules Wt de façon à dissimuler les 
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télomères pour ne pas qu'ils soient reconnus par les «checkpoints» comme étant des 
cassures d' ADN db. Toutefois, l'absence de Cdc13p est normalement un processus 
létal pour la cellule car les télomères sont reconnus par les «checkpoints» et ils sont 
rapidement dégradés. Les cellules arrêtent donc leur cycle cellulaire et finissent par 
mourir à cause de la perte de séquences essentielles d' ADN. Pour s'en sortir, les 
cellules doivent s'adapter, mais l'étendue des dégradations des chromosomes ne 
permet probablement pas aux cellules Wt de faire plus de quelques divisions (Garvik 
et al., 1995; Toczyski et al., 1997). Ainsi, le fait que les cellules maintiennent leurs 
télomères par recombinaison et qu'il y ait la présence d'une quantité importante 
d'éléments sous-télomériques permettent aux cellules de survivre en l'absence de 
Cdc13p, à la condition qu'elles mettent leurs «checkpoints» inactifs ou tolérants aux 
dommages à l' ADN. Par contre, la présence de dommages importants dans l' ADN 
(ex : MMS) ou tout stress réplicatif (ex : HU) affecte grandement la survie des 
cellules ~13 puisqu'elles n'ont pas le temps de réparer les dégâts causés en absence 
d'arrêt prolongé dans le cycle cellulaire. 
Structure télomérique particulière des survivants 
Il a déjà été rapporté que les chromosomes des survivants de type I migrent de façon 
aberrante sur un gel CHEF (Liti et Louis, 2003). Ce phénotype n'a toutefois pas été 
expliqué. Nous avons obtenus sensiblement le même patron aberrant de migration 
pour les chromosomes des survivants de type I, de même que pour les survivants 
~13-I et ~13-II (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figures le, 3c et Figure 
supplémentaire 1 ). Par contre, la migration des chromosomes dérivés des survivants 
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de type II donne des bandes distinctes sur gel CHEF de la même façon que pour des 
cellules Wt. Nous avons donc tenté de mieux caractériser la migration aberrante des 
chromosomes de survivants. Nous avons ainsi démontré que les extrémités des 
chromosomes libérées (TRFs) après la digestion avec Notl migrent de façon aberrante 
dans un gel CHEF (présence de «smearn et non de bandes distinctes) pour des 
survivants de type I, de même que ceux des souches ~13-I et ~13-II (Larrivée et 
Wellinger, 2005, soumis : Figure 5). Par contre, des fragments internes des 
chromosomes migrent aux positions prédites et donnent des bandes bien distinctes sur 
le gel CHEF (Larrivée et Wellinger, 2005, soumis : Figure Sc et données non 
publiées). Ceci nous laisse croire que les extrémités des chromosomes adoptent une 
structure particulière chez ces survivants. Comme il a déjà été démontré chez les 
mammifères, une structure similaire au t-loop pourrait expliquer cette migration 
aberrante (Griffith et al., 1999). En effet, on peut supposer que les cercles Y' extra-
chromosomiques présents chez les survivants ~ 13 et de type I pourraient former des 
associations avec les extrémités des chromosomes, formant alors une structure 
similaire au t-loop. De même, toute autre structure intermédiaire formée lors 
d'événements de recombinaison dépendants de Rad5 l p pourrait expliquer cette 
mauvaise résolution des extrémités des chromosomes. D'un autre côté, la 
dérégulation de la longueur des extrémités des chromosomes par les événements de 
dégradation/recombinaison proposés (décrits précédemment) pourrait aussi expliquer 
cette migration aberrante. Nous pouvons également remarquer que certains fragments 
terminaux Notl sont beaucoup plus retardés dans le gel CHEF comparativement à 
ceux obtenus pour les cellules Wt et les survivants de type II (Larrivée et Wellinger, 
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2005, soumis : Figure 5). Ces tailles élevées peuvent être le résultat d'amplification 
des éléments sous-télomériques Y' et/ou la présence d'une structure secondaire (ex: 
t-loop) aux extrémités chromosomiques des survivants de type I et ceux i113. 
L'utilisation de la microscopie électronique serait la meilleure méthode directe afin 
de confirmer ou non l'hypothèse de la présence d'une telle structure secondaire aux 
extrémités des chromosomes chez ces survivants. 
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CONCLUSION 
Nos travaux ont démontré que la structure terminale des télomères chez la levure est 
constituée d'une courte extension 3' du brin G-riche de 12 à 14 bases à l'extérieur de 
la phase S. Le complexe Mrel lp/Rad50p/Xrs2p est important dans le processus 
permettant la création de ces extensions chez S.cerevisiae. L'implication de ce 
complexe aux télomères pourrait ainsi permettre la dégradation du brin C-riche aux 
extrémités se terminant par un bout franc. Toutefois, d'autres facteurs cellulaires 
seraient impliqués dans la génération des extensions 3' télomériques et restent donc à 
être identifiés. Nous avons également démontré que le complexe yKu se retrouve aux 
télomères de levures et qu'il accomplit alors certaines fonctions différentes de celles 
retrouvées dans le processus de réparation par NHEJ. Finalement, nous avons 
rapporté que les deux types de survivants, qui maintiennent leurs télomères de façon 
indépendante à la télomérase, possèdent des cercles d' ADN extra-chromosomiques 
différents qui pourraient servir de réservoir à la recombinaison. De même, ces 
mécanismes de recombinaison permettraient le maintien de chromosomes linéaires 
dans des cellules sans Cdc13p. Toutefois, l'absence d'une protection conventionnelle 
aux télomères nécessite la mise en place de mécanismes d'adaptation afin de 
permettre la survie cellulaire. Ainsi, des mécanismes similaires à ceux que nous 
proposons pourraient être à l'origine de la transformation cellulaire chez l'humain. 
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